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略語一覧 
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序論 

近年、医薬品のモダリティが多様化している。モダリティとは、医薬品の物質的な種

類または治療手段のことであり、低分子化合物、中分子（ペプチド）、高分子（タンパク

質）、細胞医薬、再生医療といったものが挙げられる。科学技術の進歩により遺伝子

組み換えタンパク質の製造が可能となり、タンパク質を有効成分とするバイオ医薬品

が増加したことによって、低分子化合物中心であったモダリティが拡大した。1980 年に

組み替えインスリン製剤が承認されて以降、これまでに 100 を超えるバイオ医薬品が

世界で承認されている。1-3 2016 年の売上高についてみてみると、44 製品のバイオ医

薬品が売上高 10 億ドル以上のブロックバスターとなっており、売上高上位 10 品目のう

ち、7 品目はバイオ医薬品となっている。抗体医薬品は、標的分子への特異性が高く、

副作用が少ないなどの利点があることから、バイオ医薬品の中でも特に開発が盛んで

ある。1998 年に最初の抗体医薬品としてリツキシマブが開発されて以降、50 を超える

抗体医薬品が上市されている。4 日本での抗体医薬品の状況について目を向けると、

2016 年 4 月現在で承認されている 125 品目のバイオ医薬品のうち、35 品目が抗体医

薬品となっており、3 バイオ医薬品の中でも抗体医薬品が台頭していることがうかがえ

る。さらに、最近では、糖鎖改変抗体、二重特異性抗体、三重特異抗体などのより革

新的な抗体関連医薬品の開発が進んでおり、5-7 より有効性・安全性の高い医薬品や

アンメットメディカルニーズの高い疾患に対する医薬品の創出が期待されている。また、

特許切れのバイオ医薬品に対するバイオシミラーが利用され始めており、より安価な

バイオ医薬品が今後普及していくと考えられる。このような状況から、抗体をはじめとす

るタンパク質は、医薬品のモダリティとして今後ますます重要になると考えられる。 

バイオ医薬品の有効性や安全性、生産性などについては、これまでに多くの課題

が解決されてきた。しかしながら、未だいくつかの課題があり、特にバイオ医薬品に含

まれるタンパク質の凝集体は、喫緊に解決すべき課題の一つである。タンパク質は、

元来、凝集しやすい性質を持っており、バイオ医薬品にはタンパク質の凝集体が不純

物として含まれている。バイオ医薬品中の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、薬効成分に対する中和抗体産生を引き起こし、ひいては薬効の著し

い低下を引き起こす可能性がある。8,9 また、薬効を低下させるだけでなく、アナフィラ
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キシーショックのような重篤な副作用を引き起こすことも知られている。実際に、少量の

凝集体が抗体医薬品の免疫原性を高めるとの実験結果や、重篤な副作用のため販

売が中止となったポリエチレングリコール（Polyethylene Glycol、PEG）化ペプチド製剤

に凝集体の可能性がある微粒子が多く含まれていたことが報告されている。10,11 PEG

化ペプチド製剤に関する報告では、7 件の死亡事例を含む 49 件のアナフィラキシー

症例が確認されており、安全なバイオ医薬品を開発するためには、タンパク質凝集体

の量を最小限にすることが必須であると言える。 

このような背景から、米国 Food and Drug Administration（FDA）は Guidance for 

Industry: Immunogenicity Assessment for Therapeutic Protein Products を 2014 年に発

行し、バイオ医薬品開発における免疫原性リスクの低減について方針を示している。12 

その中で、タンパク質凝集体を管理することの重要性を明記しており、バイオ医薬品に

含まれるタンパク質凝集体の量を最小限にするため、適切な凝集体分析法の設定な

らびに細胞培養、精製工程、処方、容器及び施栓系の最適化が必要であると述べて

いる。タンパク質凝集体は、数十 nm から数 mm まで幅広い分布を持つため、全範囲

の凝集体を分析するためには複数の分析方法を組み合わせる必要がある。Figure 1

の通り、バイオ医薬品の典型的な品質試験項目であるサイズ排除クロマトグラフィー

（Size Exclusion Chromatography、SEC）と光遮蔽粒子計数法だけでは 0.1-1 μm の粒

Figure 1. 凝集体のサイズに応じた分析法（*：本研究に使用した分析法） 
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子を分析することができない。0.1-10 μm の凝集体粒子が高い免疫原性を持つとの報

告があることから、13,14 品質試験で分析されない 0.1-1 μm の粒子の分析は、バイオ医

薬品の分析における課題であった。0.1-1 μm の粒子については、これまで頑健な定

量法がなかったが、近年開発された共振式質量測定（Resonant Mass Measurement、

RMM）やナノ粒子トラッキング解析（Nanoparticle Tracking Analysis、NTA）といった

分析法がバイオ医薬品中のタンパク質凝集体分析に活用され始めており、15,16 凝集

体の分析に関する課題は解決されつつある。 

細胞培養と凝集体生成の関係についても様々な研究が行われており、培養中の

pH、温度、溶存酸素や培地組成によって培養中に生成するタンパク質凝集体量が変

化することが知られている。17 精製工程については、Protein A 精製工程の Low pH ス

トレスや、充填工程でのポンプによる送液によってタンパク質凝集体が生成するとの報

告がある。18,19 タンパク質の凝集を抑制するための添加剤についても積極的に検討

が行われており、スクロース、アルギニンや非イオン界面活性剤などがタンパク質の凝

集を抑制する効果を持つことが知られている。20-22 

製剤開発における処方検討では、主に処方スクリーニングとストレス安定性試験の 2

種の検討が実施される（Figure 2）。処方スクリーニングでは、バッファーの組成や pH、

添加剤の種類および濃度などの組み合わせについてスクリーニングを行う。そのため、

多数の試料の評価を行う必要があり、96 穴プレートフォーマットで分析可能な示差走

査熱量測定（Differential Scanning Calorimetry、DSC）、示差走査蛍光測定

（Differential Scanning Fluorimetry、DSF）または動的光散乱（Dynamic Light 

Scattering、DLS）などのハイスループットな評価方法が利用される。これまでに、構造

Figure 2. バイオ医薬品の処方開発から投与までの流れ。はじめに処方スクリーニングに

より候補処方を選定し、その後のストレス安定性試験の結果から最終処方を決定する 
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安定性およびコロイド安定性からタンパク質の凝集安定性を予測できる可能性が示さ

れており、23,24 DSC や DSF は構造安定性評価に、DLS はコロイド安定性評価に用い

られる。処方スクリーニングによって選択された候補処方について、ストレス安定性試

験を実施してストレス条件下での安定性を評価し、最も安定な処方を決定する。タンパ

ク質の凝集は、バイオ医薬品の製造から投与までに起こりうる、熱、酸化、光、振とうな

どの様々なストレスによって引き起こされる可能性がある。ストレス試験としては、簡便

に実施できる、熱、凍結融解、光、振とうなどに対するものが一般的である。23,25,26 また、

近年盛んに開発されている高濃度バイオ医薬製剤については、高濃度であること自

体が凝集を引き起こす要因となるため、27 高濃度での安定性についても評価する必要

がある。一般的なストレス試験は、様々なストレスの影響について簡便に評価できる利

点があるが、それぞれのストレスについて個別に凝集安定性を評価するため、熱には

安定でも振とうには不安定な処方などを選択する可能性があり、複数のストレス試験を

組み合わせるなどの対策が必要である。また、バイオ医薬品は投与までに複数のスト

レスを複合的に受けると考えられる。ストレスごとにタンパク質に与える作用は異なって

おり、複数のストレスが組み合わさることで、相乗的にタンパク質の凝集を引き起こす

可能性がある。複数のストレスの相乗的な作用が認められる場合は、個別の安定性試

験の結果を組み合わせても、相乗作用に対する安定性は評価できないと考えられる。

International Council for Harmonization（ICH）Q5C ガイドラインでは、ストレス安定性

試験の実施を強く推奨しており、その意義の一つに「製品が申請する保存条件以外の

条件に偶発的に曝された場合（例えば、輸送中）、製品に悪影響があるかどうかを判

断すること」が挙げられている。28 この点からも、医薬品が患者への投与までに複合的

なストレスを受ける可能性があるのであれば、複合ストレスを反映するストレス試験が必

要であると言える。 

医薬品の輸送時には、熱、凍結融解、落下、振とうなどが組み合わさって起こる可

能性がある。包装及び輸送条件が適切であれば、熱、凍結融解のストレスは避けるこ

とが可能であるが、輸送時の落下および振とうによる影響を避けることは困難である。

これまでに、落下と振とうのそれぞれがタンパク質凝集体生成を引き起こすとの報告は

あるが、29-31 落下と振とうの複合ストレスに対するバイオ医薬品の凝集安定性につい

ては報告がない。スターラー等を用いた振とうストレス試験では実際の輸送時の安定
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性を評価できてないとの報告もあり、32 輸送中に落下、振とうなどが複合的に作用しタ

ンパク質の凝集が起こると考えられる。なお、落下と振とうそれぞれの凝集メカニズムと

して、落下はキャビテーション発生による凝集誘発、振とうは気液界面での凝集誘発な

どが報告されている。33,34 そこで本研究では、落下・振とう複合ストレスによるバイオ医

薬品の凝集に関して検討を行った。錠剤の衝撃に対する摩損性やもろさを評価する

ために使用される摩損度試験機 35-37 を応用し、バイオ医薬品の落下・振とう複合ストレ

ス試験を実施した（Figure 3）。注射剤として使用されるバイオ医薬品には、凍結乾燥

製剤と溶液製剤がある。凍結乾燥製剤の場合でも振とうストレスが安定性に影響を与

えるとの報告があり、38 凍結乾燥製剤の落下・振とう複合ストレスに対する安定性も興

味深いが、本研究では、近年開発が盛んな溶液製剤の安定性について検討を行っ 

た。39 本学位論文第一章では、バイアルに充填した抗体溶液について、第二章では

プレフィルドシリンジに充填した抗体溶液について研究を行い、落下・振とう複合ストレ

スにより引き起こされる凝集体生成経路を明らかにした。加えて、落下・振とう複合スト

レスによるタンパク質凝集体生成の予防や予測についても検討を行った。 

 

  

Figure 3. 摩損度試験機を用いた落下・振とう複合ストレス試験 
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本論 

第一章 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 

第一節 背景 

序論に述べたように、タンパク質の凝集は、高温、低 pH、酸化などの様々なストレス

によって引き起こされる。25,26 落下もタンパク質の凝集を引き起こすストレスの一つとし

て知られている。タンパク質溶液が充填されたバイアルなどが落下し、床などの固い材

質の面と衝突する際にキャビテーションバブルが生じる。40 キャビテーションバブル崩

壊時に、キャビテーションバブル周辺が局所的に高温・高圧となるため、タンパク質の

凝集が引き起こされる。33 また、キャビテーションバブル崩壊に伴う高温によって、水

分子が分解され、水素とヒドロキシラジカルが生成することも知られており、ヒドロキシラ

ジカルによって酸化が起き、凝集の要因となる可能性もある。29 振とうもタンパク質凝集

体を増加させるストレスの一つである。タンパク質が気液界面に吸着すると核形成が

起こる。34 振とうによる攪拌が気液界面で生じた核同士の衝突および核と核以外のタ

ンパク質の衝突を促進し、タンパク質凝集体生成を引き起こすと考えられている。30 

落下と振とうはバイオ医薬品の製造、輸送、使用中などに起こる可能性がある。落

下と振とうそれぞれによって引き起こされるタンパク質の凝集についてはこれまでに

様々な報告があるが、29-31 落下と振とうの複合ストレスによるタンパク質の凝集につい

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対するタンパク質の

凝集安定性について検討を行った。 

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いる。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

るため、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に対する安定性

試験を実施した。落下・振とう複合ストレス試験後、試料を SEC、DLS、フローイメージ

ング分析（Flow Imaging Analysis、FI）を用いて分析し、落下・振とう複合ストレスによ
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り生成したタンパク質凝集体を評価した。SEC および DLS では nm オーダーの凝集体

を分析した。FI では、Figure 4 の通り、フローセル内を流れる粒子の画像を撮影し、

撮影した画像から μm オーダーの粒子数を計数した。落下・振とう複合ストレスによる

抗体の立体構造の変化および化学的劣化については、それぞれ円二色性（Circular 

Dichroism 、 CD ） ス ペ ク ト ル 測 定 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー - 質 量 分 析 （ Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry、LC-MS）により評価した。また、非イオン界面活

性剤のタンパク質凝集抑制作用についても検討した。 

 

 

第二節 結果 

第一項 落下・振とう複合ストレスによる凝集体の生成 

モノクローナル抗体-A（Monoclonal Antibody-A、mAb-A）溶液を充填したバイア

ルを繰り返し落下・振とうした後、試料を種々の手法を用いて分析した（Figure 5）。

Figure 1の通り、SEC（分析範囲：<200 nm）、DLS（分析範囲：1-1000 nm）およびFI（分

析範囲：>1 μm）を組み合わせることによって、単量体からμmオーダーまでの凝集体

Figure 4. FI による μm オーダーの粒子の分析 
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を分析した。SECによる分析では、単量体のピーク面積が著しく減少した（Figure 6a）。

充填容量1.0 mLで落下および振とうを400分間行った場合、単量体のピーク面積は

97%減少した。ピーク面積の減少速度は充填容量によって異なっており、充填容量が

多くなるほどピーク面積の減少速度は遅かった。全ピーク面積に対する単量体ピーク

面積の割合（ピーク面積%）については、落下・振とう複合ストレスにより僅かに増加す

る傾向が見られたが、顕著な変化は見られなかった（Figure 6b）。つまり、可溶性凝集

体のピーク面積も単量体のピーク面積と同等の速度で減少した。DLSを用いてnmオ

ーダーの粒子の平均粒子径（Z平均粒子径、Z-Ave）を測定したところ、充填容量が1.0 

mLの場合を除いて、平均粒子径に落下・振とう複合ストレスによる顕著な変化は認め

られなかった（Figure 6c）。充填容量1.0 mLの試料については、400分間の落下・振と

う複合ストレス試験後に平均粒子径が大きく変化した。しかしながら、測定時のカウント

レートの値が低かったことから、nmオーダーの粒子濃度が400分間の落下・振とう複合

ストレスによって低下しており、DLSでは平均粒子径を適切に分析できなかったと考え

られたため、充填容量1.0 mLの試料の400分のデータは不採用とした。FIの結果から、

μmオーダーの粒子が落下・振とう複合ストレスによって経時的に増加することが明ら

かとなった（Figure 6d）。μmオーダーの粒子数については、SECにおける単量体の

ピーク面積減少とは異なり、充填容量が1.5 mLのとき粒子数の増加が最も速く、充

填容量1.0 mLのとき最も遅かった。しかしながら、粒子の分布に着目すると（Figure 

6e）、充填容量が1.0 mLの試料と充填容量が1.5 mLおよび2.0 mLの試料で異なる

傾向が見られた。充填容量1.0 mLで400分間落下・振とう複合ストレス試験を行った

場合は、5-10 μmの粒子の割合が41%と最も多く、10 μm以上の粒子の割合は19%

であった。一方で、充填容量が1.5 mLと2.0 mLの試料については、5 μm未満の粒

子の割合が約70%と最も多く、10 μm以上の粒子の割合は5%未満であった。 



 

 11

 

Figure 5. 第一章で実施したストレス試験の概要 
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Figure 6. 落下・振とう複合ストレスによって生成した凝集体の分析結果。a：SEC の結果

（単量体ピーク面積）、b：SEC の結果（単量体ピーク面積%）、c：DLS の結果、

d：FI の結果（総粒子数の経時変化）、e：FI の結果（粒子の分布） 
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落下・振とう複合ストレス試験後の二次構造および三次構造の変化は、それぞれ

遠紫外CDスペクトル、近紫外CDスペクトルにより評価した。Figure 7の通り、遠紫外

CDスペクトルでは、落下・振とう複合ストレスを受けた全ての試料について、ストレス

を受けていない試料と同様に218 nmに負の極大ピークが見られた。このことから、落

下・振とう複合ストレス試験後の可溶性画分に含まれるmAb-Aの二次構造は、落下・

振とう複合ストレスを受けていないmAb-Aと同等であると考えられた。また、近紫外

Figure 7. CD スペクトルの結果。上：近紫外 CD スペクトル、下：遠紫外 CD スペクトル 
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CDスペクトルの結果から、三次構造についても、落下・振とう複合ストレス試験後の

試料とストレスを受けていない試料で差は認められなかった。 

落下・振とう複合ストレスを受けた試料の可溶性画分および不溶性画分を回収し、

Idesによる消化およびTris(2-carboxyethyl)phosphine（TCEP）による還元を行った後

（Figure 8）、LC-MSを用いて化学的劣化の有無について検討を行った。その結果、

可溶性画分および不溶性画分のいずれにおいても酸化等の化学的劣化は認めら

れなかった（Figure 9-11）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. 抗体の Ides による消化と TCEP による還元 



 

 15

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. LC-MS の結果（Fc/2） 
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Figure 10. LC-MS の結果（軽鎖） 
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Figure 11. LC-MS の結果（Fd'） 
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第二項 非イオン界面活性剤存在下での落下・振とう複合ストレスに

よる凝集体生成 

0.1%ポリソルベート80を含むリン酸緩衝生理食塩水（Phosphate Buffered Saline、

PBS）でmAb-Aストック溶液を希釈した試料について、落下・振とう複合ストレス試験

を実施した。落下・振とう複合ストレス試験後、SEC、DLSおよびFIを用いて分析した

ところ、第一項とは異なる傾向の結果が得られた。ポリソルベート80を添加しなかっ

た第一項の結果では、SECでの単量体ピーク面積の減少およびFIでのμmオーダー

の粒子の増加が見られたが、ポリソルベート80存在下ではいずれも認められなかっ

た（Figure 12aおよび12d）。SECでの単量体ピーク面積%については、ポリソルベー

ト80非存在下での結果と同様に、落下・振とうストレスによる顕著な変化は見られな

かった（Figure 12b）。DLSでは、nmオーダーの粒子の平均粒子径が落下・振とう複

合ストレスによって増加した（Figure 12c）。しかしながら、mAb-Aを含まない0.1%ポリ

ソルベート含有PBSを落下・振とうした際にも、同様に粒子径の増大が見られたこと

から（Figure 12e）、mAb-A溶液を落下・振とうした際に見られた粒子径の増大は、

mAb-Aの凝集によるものではなく、ポリソルベート80ミセルの粒子径が変化したため

と考えられた。 
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Figure 12. ポリソルベート 80 存在下で落下・振とう複合ストレスによって生成した凝集体の

分析結果。a：SEC の結果（単量体ピーク面積）、b：SEC の結果（単量体ピーク面

積%）、c：DLS の結果、d：FI の結果、e：0.1%ポリソルベート含有 PBS を落下・振

とうした際の DLS の結果 
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第三項 振とうストレスによる凝集体生成 

mAb-A溶液を入れたバイアルを、オービタルシェイカーを用いて300 回転/分

（Round Per Minute、rpm）で100分間または400分間振とうした。振とうストレス後の試

料を、SEC、DLSおよびFIで分析したところ、いずれの分析でも振とうストレスによる

変化は認められなかった（Figure 13a-d）。このことから、振とうストレスでは、nmから

μmまでの範囲において、mAb-Aの凝集体は生成しないと考えられる。 

 

 

Figure 13. 振とうストレスによって生成した凝集体の分析結果。a：SEC の結果（単量体ピー

ク面積）、b：SEC の結果（単量体ピーク面積%）、c：DLS の結果、d：FI の結果 
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第四項 振とうによるバイアル壁面からの抗体の剥離 

Figure 14の通り、2種の対照試料（Control A1およびControl A2）と3種の試料

（SmapleA1B1、Sample A1B2およびSample A2B1）を調製した。各試料中のμmオー

ダーの粒子数および粒子径をFIで分析した（Figure 16a）。100分間振とうした後の

Sample A1B1およびSample A1B2の粒子濃度は、Control A1の粒子濃度よりもそれ

ぞれ1550 particles/mL、429 particles/mL高かった。また、100分間振とうした後の

Sample A2B1の粒子濃度はControl A2の粒子濃度よりも781 particles/mL高かった。

分析した3種の試料の比較では、SampleA1B1の粒子濃度が最も高かった。 

また、Figure 15の通り、Sample NVを調製し、FIによる分析を行った（Figure 16b）。

振とうによりSample NV中の粒子濃度は減少した。粒子の分布については、振とうに

よって5 μm未満の粒子が減少し、10 μm以上の粒子が増加した。 

 

Figure 14. 対照試料（Control A1 および Control A2）および試料（SmapleA1B1、Sample 
A1B2 および Sample A2B1）の調製方法 
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Figure 16. FI の結果。a：対照試料（Control A1 および Control A2）および試料（SmapleA1B1、

Sample A1B2 および Sample A2B1）の結果、b：Sample NV の結果 

Figure 15. Sample NV の調製方法 
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第三節 考察 

第一項 落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成の特徴 

mAb-A溶液を充填したバイアルを、摩損度試験機を用いて繰り返し落下および

振とうした。落下・振とう複合ストレスによって、μmオーダーの凝集体が顕著に増加し

たが、SECやDLSで測定されるnmオーダーの凝集体の増加は見られなかった

（Figure 6）。DLSでは、大きな粒子が存在すると安定した測定ができないため、遠心

による前処理を行っており、前処理によって数百nmの粒子が除かれた可能性がある。

そのため、落下・振とう複合ストレスによる数百nmの粒子の生成については、第二章で

別の手法を用いて検討を行った。SECの分析では、単量体のピーク面積%が落下・振

とう複合ストレスによって僅かに増加する傾向が見られた。この理由は明らかではない

が、可溶性凝集体が落下・振とう複合ストレスによって解離した可能性がある。41 落

下・振とう複合ストレス試験後、抗体溶液の可溶性画分についてCDスペクトルを測定

し、落下・振とう複合ストレスによる立体構造変化の有無について検討した。落下・振

とう複合ストレス試験後の試料のCDスペクトルと落下・振とう複合ストレスを受けてい

ない試料のCDスペクトルに差は認められなかったことから（Figure 7）、可溶性画分

の立体構造は落下・振とう複合ストレスによって変化しない、あるいは変化しても可逆

的であると考えられる。しかしながら、この結果は可溶性画分についての結果であり、

遠心により容易に沈殿する凝集体粒子から成る不溶性画分の立体構造については、

本結果からは明らかになっていない。また、落下時の衝突により生じるキャビテーシ

ョンバブルが崩壊する際、キャビテーションバブル周辺が局所的に高温となり、水分

子が分解されヒドロキシラジカルが生成する。29 生成したヒドロキシラジカルによって

酸化等が起こり、凝集体生成を引き起こす可能性があることから、落下・振とう複合ス

トレスによる化学的劣化についてLC-MSを用いて検討を行った。その結果、落下・

振とう複合ストレス試験後の可溶性画分および不溶性画分のいずれにおいても酸

化等の化学的劣化は認められなかった（Figure 9-11）。このことから、化学的劣化は

落下・振とう複合ストレスによるタンパク質凝集体生成の原因ではないと考えられる。 

振とうストレスのみでも凝集体が生成することが知られているが、本研究では振とう

ストレスのみでは凝集体の増加は見られなかった（Figure 13）。この理由としては、
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振とうストレスに対する安定性がタンパク質ごとに異なることや、振とうストレス条件

（強度・時間）が過去の報告とは異なることが挙げられる。振とうストレスのみでは凝

集体の増加は認められなかったが、本研究の振とうストレス条件は300 rpmで最大

400分間であり、摩損度試験機による落下・振とう複合ストレス（50 rpm、最大400分

間）における振とうと同等以上の振とう作用があると考えられる。したがって、オービタ

ルシェイカーによる振とうストレスでは凝集体が生成せず、落下・振とう複合ストレスに

よってμmオーダーの凝集体が顕著に増加したことから、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が重要な役割を果たしていることが示唆される。 

異なる容量（1.0 mL、1.5 mL、2.0 mL）のmAb-A溶液を充填したバイアルを落下

および振とうし、充填容量が落下・振とう複合ストレスによるタンパク質凝集体生成へ

与える影響について検討を行った。充填容量が多いほど振とうの作用が弱まり、振

とうストレスによる凝集体生成速度が遅くなることが報告されている。30 一方で、充填

容量が多いほど落下ストレスにより生成する粒子は多くなる。29 したがって、充填容

量1.0 mLの試料は、最も振とうストレスの効果が高く落下ストレスの効果が最も低い

試料、充填容量2.0 mLの試料は振とうストレスの効果が最も低く落下ストレスの効果

が最も高い試料と言える。SECでは、単量体のピーク面積の減少が、1.0 mL、1.5 

mL、2.0 mLの順に速かった（Figure 6a）。FIで測定したμmオーダーの粒子につい

ては、充填容量1.0 mLのとき、生成した粒子の数が最も少なかった（Figure 6d）。し

かしながら、粒子の分布に着目すると、充填容量1.5 mLおよび2.0 mLの試料では5 

μm以上の粒子の割合が約20%であったのに対し、充填容量が1.0 mLの試料では5 

μm以上の粒子がμmオーダーの粒子全体の50%以上を占めていた（Figure 6e）。

SECの結果を合わせて考えると、落下・振とう複合ストレスによって生成したμmオー

ダーの凝集体の質量は充填容量が1.0 mLのときに最も多かったと考えられる。充填

容量が少ない、つまり振とうストレスの効果が高いほど落下・振とう複合ストレスによっ

て多くの凝集体が生成したことから、振とうストレスが落下・振とう複合ストレスによる

凝集体生成において重要であることが推察される。振とうによって、気液界面で生じ

た変性したタンパク質や凝集体の核が衝突し、タンパク質凝集体が増加することが

知られている。30 しかしながら、振とうストレスによる凝集体生成が見られなかったこ

とを考慮すると、振とうは、落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成において、気液
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界面で生成した変性タンパク質や核を混合する作用とは異なる作用で凝集体生成

に寄与していると考えられる。 

 

第二項 バイアル中での落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成経

路 

タンパク質溶液を充填したバイアルを落下させることによって、タンパク質がバイア

ル壁面へ吸着することが報告されている。29 また、固体表面に吸着したタンパク質

が固体表面上で凝集してフィルム状の層を形成し、フィルムの一部が振とうなどによ

って剥離することでタンパク質の凝集体が生成することも知られている。42,43 これら

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、抗体のバイアル壁面へ

の吸着と剥離を介して凝集体が生成する可能性がある。 

振とうは、気液界面で生成した変性タンパク質や核を混合し凝集を促進する作用

だけでなく、固体表面に吸着したタンパク質のフィルムを剥がす効果があることが知

られている。42 本検討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

ことを考慮すると、天然状態の抗体分子はバイアル内壁に吸着しないか、吸着して

も凝集体ではなく単量体として剥離されると考えられる。落下によって生成したキャ

ビテーションバブルが崩壊する際に、バブル周辺が局所的に高温・高圧状態になる

ことから、落下によって抗体が部分的または完全に変性すると考えられる。変性した

タンパク質は、天然状態のタンパク質よりも疎水的であるため、バイアル内壁等の疎

水性界面へより強く吸着することから、44 落下による抗体の変性が落下・振とう複合

ストレスによる凝集体生成のきっかけとなり、バイアル壁面への吸着と剥離を介した

凝集体生成が引き起こされる可能性がある。CDスペクトル測定の結果から、可溶性

画分については抗体の変性は起こっていないことが示された（Figure 7）。CDスペク

トルは不溶性画分の立体構造を評価できないため、CDスペクトル以外の手法を用

いて凝集体粒子を含む不溶性画分の立体構造の検討を行うことで、落下による抗

体の変性について明らかになると考えられる。 

以上より、落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成経路について次の通りモデ
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ルを立てた（Figure 17）。はじめに、落下によって抗体が部分的または完全に変性

する。次いで立体構造が変化した抗体がバイアル内壁へ吸着し、フィルム状の層を

形成する。壁面へ吸着した抗体分子が振とうストレスによって剥離される。剥離され

る抗体は、フィルム状の層の一部であることから単量体ではなく凝集体となる。42,43 

このモデルのSTEP1については、前述の通り、CDスペクトル以外の手法を用いて

検証を行う必要があるため、第二章でさらに検討を行った。STEP2およびSTEP3に

ついては、Figure 14に示した実験を行い検証した。はじめに、摩損度試験機を用い

て、mAb-A溶液1.0 mLの入ったバイアルを50 rpmで10分間落下および振とうを行っ

た。その後、バイアル内のmAb-A溶液を取り除き、新たにmAb-A溶液1.0 mLを加え

再び密栓した。このバイアルをオービタルシェイカーを用いて300 rpmで30分間また

は100分間振とうしSample A1B1とした。また、オービタルシェイカーによる振とうを行

わず静置したものをControl A1とした。Sample A1B1およびControl A1に含まれる粒

子の濃度をFIにより分析したところ、Sample A1B1の粒子濃度はControl A1よりも高

かった。未使用のバイアルにmAb-A溶液を充填した場合は、オービタルシェイカー

による振とうストレスではμmオーダーの凝集体が生成しなかったことを考慮すると、こ

の結果から、落下・振とう複合ストレスによって抗体がバイアル内壁に吸着すること

（STEP2）、その後の振とうによって吸着した抗体分子が剥離し、μmオーダーの凝集

体が生成した（STEP3）と考えられる。また、摩損度試験機を用いて落下および振とう

を行う際のmAb-Aの充填容量を1.0 mL、オービタルシェイカーによる振とう時の充

填容量を2.0 mLとした試料をSample A1B2とし、Sample A1B1と比較した。Sample 

Figure 17. 落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成経路に関するモデル 
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A1B2は振とう時の充填容量が2.0 mLであるため、バイアル内壁からの剥離によって

Sample A1B1と同じ数のμmオーダーの凝集体が生成する場合、Sample A1B2の粒

子濃度はSample A1B1の1/2となる。そのため、Sample A1B1の粒子濃度とSample 

A1B2の粒子濃度を2倍の値を比較したところ、Sample A1B1の粒子濃度は、Sample 

A1B2の粒子濃度の2倍の値よりも高かった。これは、振とう時の充填容量が少ない

ほうが振とうの効果が高いことを示した過去の報告と一致しており、振とうによってバ

イアル壁面から抗体が剥離し凝集体粒子が生成すること（STEP3）が支持された。摩

損度試験機を用いて落下および振とうを行う際の充填容量を2.0 mL、オービタルシ

ェイカーによる振とう時の充填容量を1.0 mLとした試料をSample A2B1とした。

Sample A1B1とSample A2B1の比較では、Sample A1B1の粒子濃度のほうがSample 

A2B1よりも高かった。振とう時の充填容量はSample A1B1とSample A2B1で同じで

あり、振とうストレスによる剥離の効率は2つの試料で同等と考えられることから、生成

した粒子濃度の差は、バイアル壁面へ吸着した抗体量の違いによるものと考えられ

る。充填容量が大きいほど溶液とバイアル壁面の接触面積は大きくなるが、充填容

量と接触面積の比は小さくなる。Sample A1B1とSample A2B1の比較の結果から、

バイアル壁面との接触面積が大きくなる条件よりも、充填容量と接触面積の比が大

きくなる条件のほうが、タンパク質が効率的にバイアル壁面へ吸着できると考えられ

る。また、落下・振とう複合ストレス試験では、バイアルが繰り返し振とうされるため、

バイアル内壁との接触している溶液が絶えず入れ替わる。充填容量が小さいほうが、

振とうの効果が高いことから、バイアルと接触している溶液が効率的に入れ替わり、

より多くのタンパク質分子がバイアル内壁と接触する機会を持つことができ、このこと

も充填容量が小さいほど吸着量が増える要因の一つと考えられる。本研究では、2.5 

mL容バイアルを使用したが、サイズの異なるバイアルにおいても、充填容量が少な

いほうが接触面積と充填容量の比が大きくなる点や攪拌の効率が高い点は同じで

あるため、充填容量が少ないほうがバイアル壁面へ吸着するタンパク質の量は多く

なると考えられる。一方で、充填容量が多いほど落下ストレスの効果は高いことから、

充填容量が多いほうがより多くのタンパク質が変性すると考えられる。したがって、充

填容量が大きいほど多くの変性したタンパク質が生じるが、バイアル壁面への吸着

効率は低いと考えられ、バイアル内壁へ吸着していない変性した抗体が可溶性画
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分に含まれている可能性がある。しかしながら、CDスペクトル測定では、充填容量

2.0 mLの場合でも、可溶性画分の二次構造および三次構造に変化は認められなか

った。この結果から、落下による可溶性画分の変性は起こらないか、起こったとして

も可逆的であると考えられる。 

充填容量が少ないほど抗体のバイアル内壁への吸着が効率よく起こり、さらに振

とう時の撹拌による吸着した抗体の剥離効果も高い。したがって、充填容量を少なく

するほど落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成速度は速くなると考えられる。し

かしながら、充填容量が少なくなると、重量が減り衝撃力は小さくなるため、落下によ

って変性する抗体の量は少なくなると考えられる。したがって、十分な量の抗体が落

下によって変性する重量となる充填容量の中で、最も充填容量が少ない時、落下・

振とう複合ストレスによる凝集体生成速度が最も速くなると考えられる。タンパク質ご

とにコロイド安定性や構造安定性などの物理化学的性質が異なることから、落下・振

とう複合ストレスによる凝集体生成速度最も速くなる充填容量の条件もタンパク質ご

とに異なると考えられる。 

Figure 17 の凝集体生成経路に加えて、落下・振とう複合ストレスにより生じた凝

集体が、振とうストレスを受けることによって新たな凝集を引き起こす可能性も考えら

れた。そこで、摩損度試験機を用いて落下および振とうした mAb-A 溶液を、未使用

の別のバイアルに移し替えて振とうを行った（Figure 15）。その結果、振とうによって

粒子濃度は減少し、粒子径が増大した。（Figure 16b）。このことから、落下・振とう複

合ストレスによって生じた μm オーダーの凝集体が、振とうによって互いに衝突し、よ

り大きな凝集体が生成すると考えられる。可溶性画分のタンパク質濃度は振とうの前

後で変わらなかったことから、可溶性画分の抗体が、振とうにより μm オーダーの粒

子と凝集する可能性は低いと考えられ、この結果からも、抗体の壁面への吸着と剥

離が落下・振とう複合ストレスによるタンパク質凝集の主要因であると考えられる。 

本研究に使用したシクロオレフィンポリマー（Cyclo Olefin Polymer、COP）の他に、

ガラス、ポリエーテルスルホン（Polyethersulfone、PES）、シリコン被膜面などにもタン

パク質が吸着することが報告されている。44,45 したがって、他の材質の容器を使用

する場合でも落下・振とう複合ストレスによって、Figure 17 に示した経路を介して凝

集体が生成すると考えられる。ただし、容器とタンパク質の相互作用の強さは、容器
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の材質およびタンパク質の特性によって変わるため、落下・振とう複合ストレスによる

凝集体生成速度は、使用する容器の材質とタンパク質、溶媒の条件などによって異

なると考えられる。 

第三項 非イオン界面活性剤の凝集抑制 

非イオン界面活性剤の一種であるポリソルベート80の添加によって落下・振とう複

合ストレスによる凝集体生成が効果的に抑制された（Figure 12）。非イオン界面活

性剤がタンパク質の凝集を防ぐメカニズムとしては次の2つが知られている。46 1つ目

は、非イオン界面活性剤が気液界面や固液界面を覆うことで、タンパク質の界面へ

の吸着を防ぎ、界面が関与するタンパク質の凝集を抑制する。2つ目は、非イオン界

面活性剤がタンパク質と弱く結合することで、タンパク質同士の相互作用を弱め、凝

集を抑制する。第二項で考察した通り、落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成

は、キャビテーションによる抗体の変性、変性した抗体のバイアル壁面への吸着、吸

着した抗体の剥離という経路で起こる。このタンパク質凝集体生成経路を考慮する

と、ポリソルベート80は、バイアル壁面と抗体溶液との固液界面を覆い、変性した抗

体分子のバイアル壁面への吸着を防ぐことにより、落下・振とう複合ストレスによる凝

集体生成を抑制すると推察される。また、キャビテーションバブルにタンパク質が吸

着し、その後キャビテーションバブルが崩壊する際にキャビテーションバブルに吸着

したタンパク質が凝集する。33 そのため、落下のみでも凝集体が生成すると考えら

れるが、ポリソルベート80は、キャビテーションバブルとの界面を覆うことで、落下によ

る抗体の凝集を防ぐ効果もあると考えられる。 
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第二章 シリンジ中での落下・振とう複合ストレスによるタンパク

質凝集体生成 

第一節 背景 

プレフィルドシリンジ製剤は、バイアル製剤よりも利便性などの面で優れており、バ

イオ医薬品の一次包装容器として汎用されている。しかしながら、バイオ医薬品の

品質に関しては、プレフィルドシリンジを使用することで低下する可能性がある。47,48 

ガラスシリンジにおいては、摺動性向上のためシリコンオイル等をシリンジ内壁に塗

布するが、シリコンオイルを塗布したシリンジでは、シリコンオイルを塗布しないシリン

ジよりもタンパク質凝集体が多く生成するとの報告がある。そのため、近年、シリコン

オイルを使用しないプレフィルドシリンジの開発が行われている。45,49 シリコンオイル

を塗布したシリンジ中でのたんぱく質凝集メカニズムの一つとして、次のメカニズムが

知られている。42 はじめに、シリコンオイルが塗布されたシリンジ内壁にタンパク質が

吸着し、次いでシリンジ内壁上で吸着したタンパク質がフィルム状の層を形成する。

振とうなどによって剥離したタンパク質フィルムの一部はタンパク質凝集粒子となる。 

第二章では、シリンジ中での落下・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。第一章でのバイアルを用いた研究に加えプレフィルドシリンジ

でも研究を行った理由は、容器の素材や形状が異なれば安定性が異なるため、さらに

プレフィルドシリンジの場合、ヘッドスペースをゼロとすることで振とうによる撹拌の影響

がない状況での解析が可能となり、落下・振とう複合ストレスにおける落下の作用に

ついて検討できるためである。プレフィルドシリンジでは、上述の通り、シリコンオイル

が塗布されるため、シリコンオイルを塗布した（SO+）シリンジとシリコンオイルを塗布

しない（SO-）シリンジを使用し、シリコンオイルが落下・振とう複合ストレスによるタン

パク質凝集に与える影響について検討を行った。また、非イオン界面活性剤の落

下・振とう複合ストレスによるタンパク質凝集抑制作用についてより詳細に検討した。 

落下・振とう複合ストレスにより生成した凝集体は、SEC、RMMおよびFIを用いて

分析した。RMMでは、水より比重が大きい粒子と水より比重が小さい粒子それぞれ

について粒子数および平均粒子径を測定した。シリンジ内壁に吸着したタンパク質

量を逆相超高速液体クロマトグラフィー（Reverse Phase-Ultra Performance Liquid 
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Chromatography、RP-UPLC）により定量し、シリコンオイル塗布、ヘッドスペースの有

無、落下・振とう複合ストレスがタンパク質の吸着量に与える影響について検討した。

コロイド安定性および構造安定性を、それぞれDLS、DSCを用いて評価し、それら二

つの物理化学的指標と落下・振とう複合ストレスにより生成したタンパク質凝集体量

との相関についても考察した。 

 
 

第二節 結果 

第一項 SO-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 

各抗体溶液を充填したSO-シリンジを摩損度試験機による落下・振とうストレス試

験に供した（Figure 18）。ストレス試験後、試料を回収し、SEC（分析範囲：<200 nm）、

RMM（分析範囲：0.35-1 μm）およびFI（分析範囲：>1 μm）で分析した。SECでは、落

下・振とう複合ストレスによる単量体ピークの面積値の減少は見られなかった（Table 

1）。また、凝集体および分解物ピークの面積%の変化も認められなかった。RMMの

結果はFigure 19の通りである。全ての抗体について落下・振とう複合ストレスによっ

て水より比重が大きい粒子が増加した。一方で、水より比重が小さい粒子について

は、落下・振とう複合ストレスによる増加は認められなかった。ヘッドスペースがない

条件でも、ヘッドスペースがある条件と同程度の数の水より比重が大きい粒子が生

成した。また、ストレスを受けていない試料（シリンジに充填し静置した後、回収した

試料）とコントロール（シリンジに充填する前の溶液）の粒子数に差が見られなかった

ことから、シリンジに充填し、回収する操作による0.35-1 μmの粒子の生成は起こらな

いと考えられる。μmオーダーの粒子についても、落下・振とう複合ストレスによって増

加した（Figure 20）。μmオーダーの粒子の増加は、ヘッドスペースをなくすことで効

果的に抑制されたが、ヘッドスペースがない場合でもμmオーダーの粒子は僅かに

増加が認められた。PBSをSO-シリンジに充填し、落下・振とうを行った試料について

は、μmオーダーの粒子の増加は認められなかった。0.35-1 μmの粒子と同様に、μm

オーダーの粒子についても、ストレスを受けていない試料とコントロールの比較から、

シリンジに充填し、回収する操作による粒子生成は起こらないと考えられる。また、摩
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損度試験機による落下・振とう複合ストレス試験の再現性について確認するために、

3日に分けて3回の繰り返し測定を行った。μmオーダーの総粒子数について3回の

平均値および標準偏差を計算した（Figure 21）。 

ローテーターによる振とうストレス試験では、タンパク質凝集体の増加は認められ

なかった（Table 1、Figure 19および20）。 

Figure 18. 第二章で実施したストレス試験の概要 
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Table 1. SEC の結果 

面積 面積% 

抗体 
シリコン 
オイル 

ストレス 凝集体 単量体 分解物 凝集体 単量体 分解物

mAb-A 

NA* コントロール 255,170 19,179,324 271,500 1.3 97.3 1.4 

SO+ 
ストレスなし 250,474 18,813,014 231,003 1.3 97.5 1.2 

落下・振とう 243,649 18,544,449 232,653 1.3 97.5 1.2 

振とう 247,277 18,871,347 241,705 1.3 97.5 1.2 

SO- 
ストレスなし 243,293 18,771,385 233,266 1.3 97.5 1.2 

落下・振とう 238,502 18,810,870 232,621 1.2 97.6 1.2 

振とう 244,596 18,923,736 239,528 1.3 97.5 1.2 

mAb-B 

NA* コントロール 108,175 21,398,891 198,141 0.5 98.6 0.9 

SO+ 
ストレスなし 105,322 21,232,558 192,760 0.5 98.6 0.9 

落下・振とう 105,028 21,181,473 185,171 0.5 98.6 0.9 

振とう 107,055 21,277,370 186,724 0.5 98.6 0.9 

SO- 
ストレスなし 106,779 21,267,760 187,163 0.5 98.6 0.9 

落下・振とう 103,876 21,236,939 184,453 0.5 98.7 0.9 

振とう 105,071 21,386,578 186,754 0.5 98.7 0.9 

mAb-C 

NA* コントロール 301,171 21,708,448 62,209 1.4 98.4 0.3 

SO+ 
ストレスなし 282,847 21,393,700 55,433 1.3 98.4 0.3 

落下・振とう 280,915 21,447,868 54,790 1.3 98.5 0.3 

振とう 287,411 21,458,730 58,837 1.3 98.4 0.3 

SO- 
ストレスなし 277,727 21,456,815 52,866 1.2 98.5 0.2 

落下・振とう 276,733 21,506,857 57,294 1.3 98.5 0.3 

振とう 278,372 21,514,629 57,589 1.2 98.5 0.3 

*NA: Not applicable（非該当） 
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Figure 19. RMM の結果。上のグラフは水より比重の大きい粒子の粒子数および平均粒子

径、下のグラフは水より比重が小さい粒子の粒子数および平均粒子径。HS：ヘ

ッドスペース 
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Figure 20. SO-シリンジ中で各ストレスにより生成した μm オーダーの粒子数。HS：ヘッドス

ペース 
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Figure 21. 落下・振とう複合ストレス試験の再現性に関する検討結果。3 回の独立した落

下・振とう複合ストレス試験から得られた μm 領域の粒子数の平均値。エラーバ

ーは標準偏差。上のグラフは SO-シリンジを使用した際の結果、下のグラフは

SO+シリンジを使用した際の結果 
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第二項 SO+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 

SO+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も検討を

行った。SECでは、SO-シリンジの場合と同様に、各ピークの面積%および面積値に

変化は見られなかった（Table 1）。RMMでは、水より比重の大きい粒子の増加が見

られた。また、水より比重の大きい粒子の落下・振とう複合ストレスによる増加量は、

SO-シリンジを用いた場合の増加量と同程度であった（Figure 19）。水より比重の小

さい粒子については、落下・振とう複合ストレスによる増加は認められなかった。μm

オーダーの粒子については、SO+シリンジではSO-シリンジを用いた場合よりも多く

の粒子が落下・振とう複合ストレスにより生成した（Figure 22）。また、本研究で使用

Figure 22. SO+シリンジ中で各ストレスにより生成したμm オーダーの粒子数。HS：ヘッドス

ペース 
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した3種の抗体全てにおいて、10 μm以上の粒子濃度が6000個/mL以上であり、

（Table 2）。1容器あたりの充填量が1 mL以上100 mL未満の製剤に適用される薬局

方の規格（6000個/mL未満）を上回っていた。50 mAb-Bを除き、ヘッドスペースをなく

すことで落下・振とう複合ストレスによるμmオーダーの粒子生成が抑制された。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確認のため、SO-シリンジ

の場合と同様に独立した3回の繰り返し測定を行った。μmオーダーの総粒子数につ

いて3回の平均値および標準偏差を計算した（Figure 21）。 

 

 

 

Figure 23. SO+シリンジ中で mAb-C を振とうした際に生成した粒子。上：真円度と画像輝

度の標準偏差による粒子の分類。青色部分がシリコンオイル油滴に分類された

粒子、下：代表的な粒子の画像 
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ローテーターを用いた振とうストレス試験では、mAb-Cを除き、顕著なμmオーダー

の粒子の増加は認められなかった。mAb-Cについては、振とうストレスのみで約

26,000個/mLの粒子が生成した。SO+シリンジ中でストレス試験を行う場合、タンパク

質凝集体だけでなくシリコンオイル油滴も生成する可能性がある。48 FIでは、取得し

た画像から、粒子の形状や画像輝度等に関するパラメータを得ることができるため、

粒子の特徴に基づいた粒子の分類を行うことができる（Figure 4）。FIにおけるシリコ

ンオイル油滴の典型的な画像は、円形で、中心が白く周辺部が黒いという特徴を有

している。16,48,51,52 そこで本研究では、FIで得られる真円度と画像輝度の標準偏差

の2つのパラメータを用いてシリコンオイル油滴を分類した。「円形である」という特徴

について真円度0.8以上を、「中心が白く周辺部が黒い」という特徴については画像

Figure 24. SO+シリンジ中で mAb-C を落下・振とうした際に生成した粒子。上：真円度と画

像輝度の標準偏差による粒子の分類。青色部分がシリコンオイル油滴に分類

された粒子、下：代表的な粒子の画像 



 

 40

輝度の標準偏差120以上を基準とした。また、画像による分類は、鮮明な画像が得

られる7 μm以上の粒子について実施した。画像パラメータによる分類を行った結果、

mAb-Cを振とうした際に生成した粒子のうち、54%の粒子がシリコンオイル油滴に分

類された（Figure 23）。一方、mAb-Cを落下・振とう複合ストレスに供した際に生成し

た粒子については、円形ではなく、全体的に透明な粒子が多く、シリコンオイル油滴

と分類された粒子は7%であり（Figure 24）、落下・振とう複合ストレスにより生成した

μmオーダーの粒子は主にタンパク質凝集体か、シリコンオイルとタンパク質が凝集

した粒子と考えられた。SO+シリンジにPBSを充填し、落下・振とう複合ストレス試験を

行ったところ、μmオーダーの粒子が著しく増加した。生成した粒子について画像パ

ラメータによる分類を行った結果、7 μm以上の粒子の96%がシリコンオイルであると

分類された（Figure 25）。また、代表的な粒子の画像の多くがシリコンオイル油滴の

Figure 25. SO+シリンジ中で PBS を落下・振とうした際に生成した粒子。上：真円度と画像

輝度の標準偏差による粒子の分類。青色部分がシリコンオイル油滴に分類され

た粒子、下：代表的な粒子の画像 
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特徴を有していることを目視でも確認した。PBSを充填したSO＋シリンジをローテー

ターを用いて振とうした場合は、μmオーダーの粒子の増加は認められなかった。 

 

第三項 非イオン界面活性剤存在下における落下・振とうによる粒子生

成 

バイオ医薬品の添加剤として広く利用されているポリソルベート20を用いて、非イ

オン界面活性剤の落下・振とう複合ストレスによる凝集抑制効果について検討を行

った。SO-シリンジを用いた場合は、ポリソルベート20の添加によって落下・振とう複

合ストレスによるμmオーダーの粒子生成が効果的に抑制された（Figure 26）。SO+

シリンジを用いた場合は、ポリソルベート20存在下で、ポリソルベート20を添加しない

場合よりも多くのμmオーダーの粒子が生成した。ヘッドスペースをなくすことで、ポリ

ソルベート20存在下での落下・振とう複合ストレスによるμmオーダーの粒子生成は

抑制された。FIで得られた画像パラメータから、ポリソルベート20存在下で生成した7 

μm以上の粒子の80%以上はシリコンオイル油滴であると分類された（Figure 27）。 

SO-シリンジにヘッドスペースがない状態で各抗体溶液を充填し、落下および振と

うを行った試料について、RMMで水より比重の大きい粒子の粒子数および粒子径

を測定した。Figure 28の通り、水より比重の大きい粒子の増加は、ポリソルベート20

を添加することによって抑制された。 
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Figure 26. ポリソルベート 20 存在下、落下・振とう複合ストレスにより生成した μm オーダー

の粒子数。HS：ヘッドスペース 
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Figure 27. ポリソルベート存在下、SO+シリンジ中で各試料を落下・振とうした際に生成し

た粒子について、真円度と画像輝度の標準偏差によって粒子を分類した結果 
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第四項 シリンジ内壁への抗体の吸着 

落下・振とう複合ストレスによってシリンジ内壁に吸着した抗体の量をRP-UPLCを

用いて定量した。Figure 29の通り、シリコンオイルの有無およびポリソルベート20の

有無によってシリンジ内壁に吸着した抗体の量に違いが見られた。シリコンオイルの

塗布によって抗体の吸着量は増加した。一方、ポリソルベート20を添加することで抗

体の吸着量は減少した。ヘッドスペースの有無は抗体の吸着量に影響を与えなか

った。また、ストレスを受けていない試料のシリンジ内壁への抗体吸着量は、落下・

振とう複合ストレス試験後および振とうストレス試験後の抗体吸着量と同等であった。 

Figure 28. ポリソルベート 20（PS）の存在下または非存在下における水より比重の大きい

粒子の粒子数および粒子径。各試料を SO-シリンジにヘッドスペースができな

いよう充填し、落下・振とう複合ストレス試験を行った後、RMM により水より比重

の大きい粒子の粒子数および粒子径を測定した 
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Figure 29. RP-UPLC を用いて定量したシリンジ内壁に吸着した抗体の量。上のグラフは

SO-シリンジ内壁に吸着した抗体量、下のグラフは SO＋シリンジ内壁に吸着し

た抗体量。HS：ヘッドスペース 
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第五項 抗体の構造安定性およびコロイド安定性 

本研究で使用した 3 種の抗体について、DSC および DLS を用いて構造安定性と

コロイド安定性を評価した。構造安定性は DSC を用いて得られた Tm 値を指標とした

（Figure 30a）。Tmの値は、mAb-C が最も高く、mAb-A が最も低かった（Table 2）。サ

ーモグラムが上昇し始める温度（Tonset）については、3 種の抗体で明確な差は認めら

れなかった。 

DLS で得られた拡散係数の値（Dm）および抗体濃度（c）を用いて、相互作用パラ

メータである kD を以下の式から算出した（Figure 30b、Table 2）。 
 
Dm = Ds  ckD1  

 

ここで、Ds は無限希釈時の拡散係数に相当する。kD の値は、分子間相互作用の指

標とされる第 2 ビリアル係数と相関することが知られており、kD 値から可溶性分子の

コロイド安定性を評価することができる。53 kD は、mAb-A が最も低い値となった。

mAb-B と mAb-C では僅かに mAb-C のほうが低い kD 値であった。この結果から、コ

ロイド安定性については、mAb-A が最も不安定で、mAb-B が最も安定であると考え

られる。 

落下・振とう複合ストレス試験後の μm オーダーの総粒子数については（Table 2）、

SO-シリンジでは、mAb-A が最も多く、mAb-C が最も少なかった。SO+シリンジを用

いた場合は、mAb-C が最も生成した粒子数が多く、mAb-A と mAb-B の粒子数はど

ちらも約 66,000 個/mL であった。構造安定性およびコロイド安定性と生成した μm オ

ーダーの総粒子数の相関については、SO-シリンジ中では、構造安定性およびコロ

イド安定性が低いほど多くの粒子が落下・振とう複合ストレスによって生成しており、

相関が見られた。一方、SO+シリンジ中での粒子生成と構造安定性およびコロイド

安定性には相関が見られなかった。 
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Table 2. 物理的パラメータ (Tm および kD) ならびにストレス試験後の粒子数  

抗体 
 

Tm 
(°C) 

 
kD 

(mL/g) 

総粒子数* (#/mL) 
SO- SO+ 

 
落下・

振とう 

落下・

振とう

（HS**
なし） 

振とう
落下・

振とう 

落下・

振とう

（HS** 
なし） 

振とう 

mAb_A 71.71 -11.87 
 

60,308
(4,258)

9,006
(439) 

961 
(64) 

65,821
(8,436)

54,004 
(3,428) 

1,655 
(231) 

mAb_B 74.72 -1.75 
 

19,862
(1,451)

4,036
(109) 

550 
(11) 

66,001
(8,056)

85,417 
(5,631) 

3,541 
(442) 

mAb_C 76.65 -3.89 
 

19,898
(981) 

4,926
(155) 

439 
(51) 

82,935
(10,268)

52,607 
(4,045) 

26,381
(1,901)

* 括弧内の数は ≥ 10 μm の粒子数 
** HS：ヘッドスペース 

 

 

 

 
  

Figure 30. 構造安定性およびコロイド安定性の評価。左：DSC で得られたサーモグラム、

右：DLS での拡散係数の濃度依存性 

a  b 
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第三節 考察 

第一項 SO-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

成経路 

ヘッドスペース（気泡）が振とうによって移動する際に、シリコンオイル-溶液-気泡

の界面において、表面張力によりシリンジ壁面上のタンパク質フィルムの一部が剥

離し μm オーダーの粒子が増加することが知られているが、42 本研究では、ローテー

ターを用いた振とうストレスでは、μm オーダーの粒子の増加は認められなかった

（Figure 20）。過去の報告では数日間振とうを行いタンパク質の凝集について検討

しているのに対し、本研究では、摩損度試験機を用いた落下・振とう複合ストレス試

験と回転数を同等にするため、振とうストレス条件を約 18 rpm で 3 分間とした。すな

わち、振とう時間が短かったため、本研究の振とうストレス試験条件では、タンパク質

凝集体の増加が認められなかったと推測される。また、過去の研究に使用されたタ

ンパク質と本研究で用いた抗体の振とうに対する安定性が異なることも本研究で振

とうによる凝集が見られなかったことの一因と考えられる。Figure 31a に示した通り、

タンパク質がシリンジ内壁に吸着してフィルムを形成し、その後振とうによってタンパ

ク質のフィルムの一部が剥離すると、タンパク質凝集体となる。天然状態の抗体はバ

イアル表面に吸着するが、変性した抗体よりも剥離しやすい。また、天然状態の抗

体は、固体表面から剥離しても凝集体にはならないとの報告がある。54 これらのこと

から、Figure 31a の吸着(I)は可逆的であると言える。吸着（I）が可逆的であるため、

短時間の振とうストレスでは顕著な μm オーダーの粒子生成が見られなかったと考え

られる。振とうストレス試験では μm オーダーの粒子は増加しなかったが、摩損度試

験機を用いた落下・振とう複合ストレス試験では、μm オーダーの粒子の増加が見ら

れた（Figure 20）。このことから、落下が抗体分子のシリンジ内壁へ吸着を促進する

ことで、μm オーダーの粒子生成を加速することが示唆される。 
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Figure 31. シリンジ中での凝集体生成経路。薄グレーの矢印は起りにくいステップ。a：振と

うストレスによる凝集体生成、b：落下ストレスによる凝集体生成、c：落下・振とう 
複合ストレスによる凝集体生成 
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抗体溶液をヘッドスペース（気泡）ができないよう SO-シリンジに充填し、摩損度試

験機による落下・振とう複合ストレス試験を行った結果、μm オーダーの粒子の増加

は抑制された（Figure 20）。第一章での推察した落下・振とう複合ストレスによる凝集

体生成経路モデルを考慮すると、ヘッドスペースがない状態では、振とうによる撹拌

の効果がほとんど無く、壁面に吸着した抗体が剥離されにくいため、μm オーダーの

粒子の増加が抑制されたと考えられる。一方で、0.35-1 μm の粒子については、ヘッ

ドスペースの有無に関わらず同等の粒子数の増加および平均粒子径の増大が見ら

れた（Figure 19）。この結果から、振とうによる攪拌の効果がない条件でも、落下によ

って 0.35-1 μm の粒子が生成することが示された。シリンジの落下に伴って生じるキ

ャビテーションバブルが崩壊する際に、タンパク質の立体構造変化および凝集（核

形成）が起こることから、33 本研究で観察された 0.35-1 μm の粒子の増加は、キャビ

テーションバブル崩壊に伴う核形成によるものと推察される。キャビテーションによっ

て生じた 0.35-1 μm の粒子同士が衝突することで μm オーダーの粒子が生成する可

能性も考えられる（Figure 31b）。実際に、ヘッドスペースをなくすことによって、μm

オーダーの粒子生成は抑制されたが、ヘッドスペースがない条件でも、ストレスを受

けていない試料よりも僅かに多い量の μm オーダーの粒子が見られた（Figure 20）。

したがって、量は僅かであるが、落下ストレスのみでも μm オーダーの粒子が生成す

ると考えられる。また、第一章で、落下・振とう複合ストレス試験による可溶性画分の

抗体の変性が見られなかった理由として、キャビテーションバブルが崩壊する際に

変性と凝集が同時に起こるためと考えられる。 

振とうおよび落下それぞれによる凝集体生成経路を考慮すると、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経路は次のように考えられる（Figure 

31c）。はじめに落下により抗体の立体構造変化と 0.35-1 μm の粒子の生成（核形成）

が引き起こされる。変性した抗体で構成される 0.35-1 μm の粒子は、天然状態の抗

体よりも疎水性で、疎水性界面であるシリンジ内壁により強く吸着すると考えられる。

吸着した 0.35-1 μm の粒子はシリンジ内壁上で凝集し、フィルム状になり、フィルムの

一部が振とうストレスによって剥離することで μm オーダーの粒子が生成する（Figure 

31c）。また、振とうによって 0.35-1 μm の粒子の衝突が促進され、μm オーダーの粒

子が増加する可能性もある。Figure 29 の通り、SO-シリンジ内壁に吸着した抗体の
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量については、落下・振とう複合ストレスによる変化は見られなかった。このことから、

シリンジ内壁に吸着できる抗体の量は一定であり、シリンジの材質と抗体の性質、溶

液の条件によって決まると考えられる。したがって、シリンジ内壁への抗体の吸着と

剥離を介した μm オーダーの粒子生成が効率的に起こるためには、吸着した抗体を

剥離し、落下により生成する核を効率的に壁面へ吸着させることが重要であると考

えられる。また、ヘッドスペースの有無による抗体の吸着量に差が認められなかった。

これは、バイアルと比較すると、シリンジの場合は充填容量に対する溶液とシリンジ

の接触面積の比が大きいため、振とう作用がない場合でも、抗体が十分にシリンジ

壁面へアクセスできるためと推察される。これらから、SO-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おいて、振とうは、抗体のシリンジ内壁への吸着促

進ではなく、抗体の剥離の効率を高めることによって μm オーダーの凝集体生成を

促進していると考えられる。 

 

第二項 シリコンオイル塗布が落下・振とう複合ストレスによる粒子生

成に与える影響 

SO+シリンジに PBS を充填し、摩損度試験機を用いて落下・振とう複合ストレス試

験を行ったところ、μm オーダーの粒子が著しく増加した（Figure 22）。FI で得られた

粒子の画像パラメータから粒子の分類を行ったところ、SO+シリンジ中で PBS を落

下・振とうして生成した粒子の 96%はシリコンオイル油滴であると考えられた（Figure 

25）。ヘッドスペースがないように PBS を充填した場合でも、落下・振とう複合ストレス

によるシリコンオイル油滴の増加は認められた。一方で、ローテーターによる振とうス

トレスではシリコンオイル油滴の増加は認められなかった。これらの結果から、落下

によってシリコンオイルの遊離が引き起こされると考えられる。これまでに、シリコンオ

イルが塗布されたシリンジを振とう、超音波処理または静置することでシリコンオイル

が遊離することが報告されているが、48,55,56 落下によりシリコンオイルが遊離すると

の報告はない。キャビテーションバブルが崩壊する際に、容器内面が侵食されること

が知られており、40 キャビテーションの侵食効果によってシリコンオイルが SO+シリン

ジから遊離する可能性がある。SO+シリンジ中での落下・振とう複合ストレスによる粒
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子生成において、落下は、シリコンオイルの遊離を促進し、シリコンオイル油滴やシ

リコンオイルとタンパク質の凝集体を増加させると考えられる。 

SO+シリンジに抗体溶液を充填し、落下・振とう複合ストレス試験を行った際の

0.35-1 μm の水より比重の大きい粒子の増加については、SO+シリンジを用いた場

合と SO-シリンジ用いた場合で顕著な差は見られなかった（Figure 19）。前述の通り、

0.35-1 μm の粒子生成は、キャビテーションバブルが崩壊する際にバブル周辺で局

所的に起こると考えられるため、シリンジ表面のシリコンオイルの影響が見られなか

ったと考えられる。シリコンオイル油滴等の水より比重の小さい粒子については、落

下・振とう複合ストレスによる増加は認められなかった。 

SO+シリンジ中で抗体溶液を落下・振とうした際に生成した μm オーダーの粒子の

Figure 32. SO+シリンジ中で mAb-A を落下・振とうした際に生成した粒子。上：真円度と画

像輝度の標準偏差による粒子の分類。青色部分がシリコンオイル油滴に分類

された粒子、下：代表的な粒子の画像 
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多くは、画像輝度の標準偏差が低く、真円度も低い粒子であり、タンパク質凝集体

であると考えられた。FI での画像パラメータから SO+シリンジ中で抗体溶液を落下お

よび振とうした際に生成した粒子の分類を行ったところ、シリコンオイル油滴の割合

は 5-7%であった（Figure 24,32,33）。したがって、SO+シリンジ中での落下・振とう複

合ストレスによるμm オーダーの粒子の増加は主にたんぱく質凝集体の増加によるも

のであると考えられる。落下・振とう複合ストレスによって生成した μm オーダーの粒

子数については、SO-シリンジよりも SO+シリンジを用いた場合のほうが多かったこと

から、シリンジ壁面の特性が μm オーダーのタンパク質凝集体生成に影響すると言

える。また、シリンジ表面から遊離したシリコンオイルと抗体で構成される凝集体が生

Figure 33. SO+シリンジ中で mAb-B を落下・振とうした際に生成した粒子。上：真円度と画

像輝度の標準偏差による粒子の分類。青色部分がシリコンオイル油滴に分類

された粒子、下：代表的な粒子の画像 
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成する可能性がある。57 実際に、シリコンオイル油滴の画像輝度の標準偏差が 120

以上という特徴と、タンパク質粒子の真円度 0.8 未満という特徴を持つ粒子が、落

下・振とう複合ストレスにより増加しており（Figure 24,32,33）、シリコンオイル油滴とタ

ンパク質の凝集体が生成したことが示唆される。しかしながら、画像輝度の標準偏差

が 120 以上かつ真円度 0.8 未満の粒子の割合は限定的であり、シリコンオイル油滴

を核とした凝集体生成は μm オーダーの粒子生成の主要因ではないと考えられる。

シリンジ壁面へ吸着した抗体の量を RP-UPLC を用いて定量したところ、シリコンオイ

ルを塗布することによってシリンジ壁面への抗体の吸着量が増えることが明らかとな

った（Figure 29）。また、シリコンオイルを塗布したシリンジの表面は、シリコンオイル

を塗布していないものよりも疎水的であり、変性した抗体から構成されると考えられる

0.35-1 μm の粒子は、SO-シリンジよりも SO+シリンジにより強く吸着すると考えられる。

したがって、シリコンオイルの塗布によって、シリンジ内壁へ吸着できる抗体の量が

増えるとともに、落下により生じた粒子がシリンジ表面により強く吸着するため、SO-

シリンジよりも SO+シリンジでより多くの μm オーダーのタンパク質凝集体が生成した

と考えられる。 

mAb-A および mAb-B については、ローテーターによる振とうストレスでは μm オー

ダーの粒子の著しい増加は認められなかった。mAb-C については振とうストレスで

約 26,000 個/mL の μm オーダーの粒子が生成した（Figure 22）。mAb-C を振とうし

た際に生じた μm オーダーの粒子について、画像パラメータによる分類を行ったとこ

ろ、57%がシリコンオイル油滴であると考えられた（Figure 23）。mAb-C を落下・振と

う複合ストレス試験に供した際に生成した μm オーダーの粒子については、シリコン

オイル油滴に分類されたものが 7%であったことを考慮すると（Figure 24）、振とうスト

レスは、シリコンオイルの遊離とタンパク質の凝集のどちらも引き起こすが、落下・振

とう複合ストレスと比べるとタンパク質凝集体を生成する効果は低いと言える。したが

って、以上の結果から、SO+シリンジ中でのタンパク質凝集体生成についても、落下

と振とうが組み合わさることによって促進されると考えられる。 

抗体溶液を SO+シリンジに充填した場合、1 分間の落下・振とう複合ストレスによっ

て 10 μm 以上の粒子濃度が 6000 個/mL よりも高くなった。これらの抗体が、充填容

量が 1 mL より多いプレフィルドシリンジ製剤であれば、落下・振とう複合ストレス後の
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10 μm 以上の粒子濃度は、薬局法に記載の規格上限を上回る。摩損度試験機は、

錠剤が製造や輸送中に受けるストレスを模すように設計されており、58 プレフィルド

シリンジ製剤が輸送中に受けるストレスに対する安定性評価にも応用可能であると

考えられる。陸上輸送時の衝撃値・加速度値から落下した高さを解析した研究では、

陸上輸送時に起こる落下の平均高さは 22-25 cm であり、また衝撃が観測された回

数は数十から百数十回であったと報告されており、59 このことからも、本研究の落

下・振とう複合ストレス試験の条件（落下高さ 156 mm、回転数 50 回）が陸上輸送時

の落下・振とう複合ストレスを評価するのに妥当であると言える。したがって、本研究

で得られた結果は、輸送前は薬局方に記載の規格を満たした製剤であっても、輸

送において適切に取り扱われなかった場合、輸送後に 10 μm 以上の粒子濃度が規

格上限を上回る可能性があることを示している。輸送中に製剤が受ける落下・振とう

複合ストレスの影響については、2 次包装容器（組箱など）によって変わると考えられ

ることから、2 次包装した状態で摩損度試験機による落下・振とう複合ストレス試験を

実施できる場合は、2 次包装したものを使用したほうが実際の輸送時の安定性をより

正確に評価できると考えられる。一方、本研究のような 2 次包装しない状態での落

下・振とう複合ストレス試験は、処方最適化検討など、包装容器の決定前に実施さ

れる検討に有用であると考えられる。 

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について、3 回の

独立した試験を行い評価を行った（Figure 21）。振とう、凍結融解、スターラーによる

攪拌ストレス試験に関する過去の報告結果のうち、本研究と同程度の凝集体粒子

が生成した結果について標準偏差を比較したところ、本研究での 3 回の繰り返し測

定結果から得られた標準偏差は過去の報告での標準偏差と同等であった。このこと

から、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

施された実績が多くある振とう、凍結融解、スターラーによる攪拌ストレス試験と同等

であると考えられる。43,60 したがって、試験の再現性という点においても、摩損度試

験機による落下・振とう複合ストレス試験はバイオ医薬品開発に適用可能であると考

えられる。 

mAb-A および mAb-C については、ヘッドスペースをなくすことにより落下・振とう

複合ストレスによる μm オーダーの粒子生成が抑制されたが、mAb-B については、
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ヘッドスペースがない条件でも μm オーダーの粒子の増加が見られた（Figure 22）。

ヘッドスペースをなくすことで振とうの効果がなくなるため、吸着した抗体の剥離によ

って生成する μm オーダーの粒子数が減少すると考えられる。mAb-B について、ヘ

ッドスペースがない場合において、μm オーダーの粒子がヘッドスペースがある場合

よりも多く生成した理由は明らかではないが、シリンジごとにシリコンオイル塗布の状

態にばらつきがあり、ヘッドスペースの有無に関する mAb-B の検討結果が、mAb-A

および mAb-C と異なる傾向を示した可能性がある。 

 

第三項 非イオン界面活性剤の凝集抑制作用機序 

非イオン界面活性剤の一種であるポリソルベート 20 を含む抗体溶液をシリンジに

充填し、摩損度試験機を用いて落下および振とうを行った。SO-シリンジの場合は、

ポリソルベート 20 の添加によって μm オーダーの粒子生成が効果的に抑制された。

一方、SO+シリンジでは、ポリソルベート 20 存在下においても、μm オーダーの粒子

が顕著に増加した（Figure 26）。SO+シリンジ中で生成した粒子について、粒子の画

像パラメータによる分類を行ったところ、ポリソルベート 20 存在下で生成した粒子の

80%以上はシリコンオイル油滴であると考えられた（Figure 27）。したがって、ポリソ

ルベート 20 は SO-、SO+シリンジいずれの場合でも落下・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する効果を持つと言える。第一章で考察した通り、非イ

オン界面活性剤がタンパク質の凝集を抑制する作用機序としては、界面活性剤が

シリンジ壁面を覆いタンパク質のシリンジ壁面への吸着を抑制することと、落下時に

生じるキャビテーションバブルを界面活性剤が覆うことで、キャビテーションバブル周

辺での局所的なタンパク質の変性と核形成を抑制することが考えられる。前者につ

いては、シリンジ壁面への抗体の吸着量がポリソルベート 20 の添加によって減少し

たことから支持される。ただし、ポリソルベート 20 の添加によって減少した抗体の吸

着量は最大でも 32%であり、ポリソルベート 20 の μm オーダーの粒子生成抑制効果

と比較すると、後者の凝集抑制機序もポリソルベート 20 の凝集抑制作用に寄与して

いることが示唆される。Figure 28 の通り、ポリソルベート 20 の添加によって落下・振

とう複合ストレス試験後の水より比重が大きい 0.35-1 μm の粒子数が減少したことか



 

 57

ら、ポリソルベート 20 はキャビテーションバブルの崩壊に伴う抗体の変性と核形成を

抑制する効果を持つと考えられる。また、抗体や抗体の凝集体が、SO+シリンジ表

面から遊離したシリコンオイル油滴に吸着し、抗体とシリコンオイルから構成される

μm オーダーの粒子が生成することについても、ポリソルベート 20 がシリコンオイル油

滴の表面を覆うため抑制されると考えられる。 

0.05%ポリソルベート 20 含有 PBS を SO+シリンジに充填し落下および振とうした際

に生成した μm オーダーの粒子数は、ポリソルベートを含まない PBS を落下・振とう

した場合よりも多かった。この結果から、ポリソルベート 20 は、タンパク質凝集体生成

は抑制するが、落下・振とう複合ストレスによるシリコンオイルの遊離については促進

すると考えられる。シリコンオイルはアジュバントとして作用し、免疫原性を高めるとの

報告がある。56 したがって、非イオン界面活性剤は、タンパク質凝集体の生成を抑

制するためにバイオ医薬品の添加剤として広く使用されているが、SO+シリンジを容

器として使用する場合は、非イオン界面活性剤の添加によるシリコンオイル油滴の

増加に注意が必要である。ポリソルベート 20 存在下での落下・振とう複合ストレスに

よるシリコンオイル油滴の生成は、ヘッドスペースをなくすことによって抑制された。こ

のことから、ポリソルベート 20 存在下では、主に振とう時の撹拌によってシリコンオイ

ルが遊離すると考えられる。 

 

第四項 構造安定性・コロイド安定性と落下・振とう複合ストレスによる

凝集体生成速度との相関 

本研究で使用した 3 種の抗体の kD 値は Table 2 の通りである。各抗体でアミノ酸

配列が異なるため、電気的特性、親水性または疎水性などの特性も各抗体で異な

っており、その結果コロイド安定性も各抗体で差が見られたと考えられる。抗体溶液

を SO-シリンジに充填し落下・振とう複合ストレス試験を行った場合は、kD の値が低

い抗体でより多くの μm オーダーの粒子が生成した。kD の値が低いほうがコロイド安

定性は低いと考えられることから、53 コロイド安定性は SO-シリンジ中での落下・振と

う複合ストレスによるタンパク質凝集体生成速度と相関する可能性がある。コロイド安

定性が低い条件では、タンパク質がシリンジ表面へ吸着しやすいことが知られてい
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る。54 しかしながら、本研究では天然状態のコロイド安定性を評価しており、Figure 

31a 吸着 I の傾向は kD の値から評価できるが、吸着 II については評価できない可

能性がある。第一項での考察の通り、吸着 I を介した μm オーダーの凝集体生成は、

落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成においては寄与が小さいと考えられること

から、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の相関について明

らかにするためには、さらなる研究が必要である。 

構造安定性については、Tm 値を用いて評価を行った（Table 2）。Tm 値が最も低く

構造安定性が最も低いと考えられる mAb-A を SO-シリンジ充填し、落下・振とう複合

ストレス試験を実施したところ、mAb-B および mAb-C よりも多くの μm オーダーの凝

集体が生成した。この結果から、構造安定性が SO-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と相関することが示唆された。落下・振とう複合ストレスによ

る凝集体生成では、はじめに落下による変性および核形成が起こる。構造安定性が

低い抗体では、落下による変性および核形成がより起こりやすいため、μm オーダー

の凝集体生成が起こりやすいと考えられる。 

SO+シリンジ中での μm オーダーの粒子生成については、コロイド安定性および

構造安定性のどちらとも相関は見られなかった。SO+シリンジでは、落下・振とう複合

ストレスによって、タンパク質凝集体だけでなくシリコンオイル油滴やシリコンオイル

油滴とタンパク質の凝集体も生成するため、抗体の構造安定性、コロイド安定性と

μm オーダーの総粒子数との相関が見られなかったと考えられる。 

落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成は、落下による変性および核形成、シ

リンジへの吸着、フィルムの形成、シリンジからの剥離という複数の段階を経て起こる。

それぞれの段階の反応速度については、コロイド安定性や構造安定性だけでなく、

界面との吸着性など他の物理化学的特性が影響すると考えられる。したがって、落

下・振とう複合ストレスによる凝集体生成速度を物理化学的特性から予測するため

には、複数の物理化学的特性を総合的に検討する必要がある。 
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結語 

本研究では、バイオ医薬品が輸送中に受ける落下・振とう複合ストレスに着目し、落

下・振とう複合ストレスによるタンパク質凝集体生成経路、ならびに落下・振とう複合スト

レスによる凝集を予防、予測する方法について研究を行った。 

第一章において、バイアル中での落下・振とう複合ストレスによる凝集体生成につい

て検討した。落下・振とう複合ストレスによって、μmオーダーのタンパク質凝集体が

著しく増加した。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、抗

体の立体構造の変化、変性した抗体の壁面への吸着、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。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

と考えられる。 

次に、第二章では、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。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。シリコンオイルのガラスシリンジ内壁への塗布によって、シリンジ内壁へのタンパ

ク質の吸着量が増加し、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

量も増加した。非イオン界面活性剤は、タンパク質の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することで、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を添加すると、シリコンオイ

ルの遊離が促進される点には注意が必要である。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、バイオ医薬品が実際に受ける可能性のある複合的なストレス

に対する安定性を評価することの重要性が示された。本研究で使用した摩損度試験

機は、低分子医薬品開発において汎用されている機器であり、再現性のあるストレス

試験を実施できることから、今後バイオ医薬品の分野でも活用され、より高品質のバイ

オ医薬品の開発に繋がることが期待される。  
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実験の部 

第一章 
 
材料 

PBS（pH7.4）および 10× PBS（pH7.4）は Invitrogen 社から購入した。ポリソルベー

ト 80 は J.T. Baker 社または日油株式会社から購入したものを使用した。その他の試

薬は、特記しない限り、和光純薬社から購入した。 

本実験には、大阪大学大学院工学研究科所有の IgG1 抗体（mAb-A）を使用し

た。PBS 中で濃度が 10 mg/mL となるように調製された mAb-A ストック溶液を、PBS

で 0.9 mg/mL に希釈した後、PES 製フィルター（孔径 0.22 μm）でろ過して以下の試

験に使用した。 
 
方法 
落下・振とう複合ストレス試験 

mAb-A 溶液 1.0 mL を 2.5 mL 容シクロオレフィンポリマー製バイアル（大協精工）

にとり、フルオロポリマーコートされたゴム栓およびアルミニウムキャップで密栓した。

摩損度試験機（Copely 社、FRV2000）を用いて、回転速度 50 rpm で 100 分間また

は 400 分間、mAb-A 溶液の入ったバイアルを繰り返し落下および振とうした。摩損

度試験機のドラムの内径が 287 ± 4.0 mm、回転軸部分の外径が 25.0 ± 0.5 mm であ

ることから、摩損度試験機による落下の高さは 156 ± 2.0 mm である（Figure 34）。 

ポリソルベート 80 の凝集抑制作用について検討するため、mAb-A ストック溶液を

0.1 %（w/v）ポリソルベート 80 を含む PBS で 0.9 mg/mL に希釈したものを同様に落

下・振とう複合ストレス試験に用いた。 
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振とうストレス試験 

落下・振とう複合ストレスとの比較を行うため、オービタルシェイカー（TAITEC、

Mix-VR）を用いて振とうストレス試験を行った。mAb-A 溶液の入ったバイアルを水

平に倒した状態でオービタルシェイカーに固定し、300 rpm で 100 分間または 400

分間振とうを行った。 

 

落下・振とうの相乗作用に関する検討 

はじめに、mAb-A 溶液の入ったバイアルを、摩損度試験機を用いて回転速度 50 

rpm で 10 分間落下および振とうした。開栓して落下・振とう複合ストレスを受けた

mAb-A 溶液をバイアルから取り除いた後、静置していた（ストレスを受けていない）

mAb-A 溶液を新たにバイアルに入れ、再び密栓した。次いで、このバイアルを 300 

rpm で 30 分間または 100 分間オービタルシェイカーを用いて振とうした。mAb-A 溶

液の充填容量とタンパク質凝集体生成速度との関係について検討するため、充填

容量の異なる 2 つの対照試料および 3 つの試料を調製した（Figure 14）。 

また、Figure 15 の通り、摩損度試験機を用いて 50 rpm で 10 分間落下および振

とうした mAb-A 溶液を、新しい別のバイアルに移し、オービタルシェイカーを用いて

300 rpm で 30 分間または 100 分間振とうを行った。振とう前後での μm オーダーの

粒子濃度を比較した。 

Figure 34. 摩損度試験の落下高 
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フローイメージング分析（FI） 

マイクロフローイメージング（Brightwell technologies, DPA-4200）を用いて μm オ

ーダーの粒子を分析した。フローセルはシランコーティングされたものを使用した。

各試料を PBS で 100 倍に希釈した後、室温で 2 分間以上静置し気泡を除去した。

測定前に 0.5 mL 以上の試料溶液で流路を置換した。さらに 0.12 mL の試料溶液で

測定直前にパージを行った後、流速 0.17 mL/min、測定容量 0.25 mL で三回繰り

返して測定を行った。本論文では三回測定の平均値を結果として示した。測定範囲

は 1 μm 以上の粒子とした。粒子の全域が測定画面内に入っていない粒子（Edge 

particles）はソフトウェア（MVSS version 2）を用いて除外した。異なる試料を測定す

る前に、水および PBS による流路の洗浄を行った。ポリソルベート 80 を含む試料に

ついては、PBS ではなく 0.1%ポリソルベート 80 含有 PBS を希釈及び洗浄に使用し

た。 

 

サイズ排除クロマトグラフィー（SEC） 

単量体および可溶性凝集体については、SEC を用いて分析した。高速液体クロ

マトグラフィー（High Performance Liquid Chromatography、HPLC）システムは

Waters Alliance 2695 システムを、カラムは東ソーTSL gel G3000SWXL（4.6 × 300 

mm）を用いた。2 × PBS/アセトニトリル=9:1 を移動相として、流速 0.5 mL/min でアイ

ソクラティック溶出を行った。検出は紫外（Ultraviolet、UV）検出器を用い、検出波

長は 280 nm とした。カラムの詰まりを防止するため、各試料をあらかじめ 13,200 × g

で 10 分間遠心し、上清 20 μL を注入した。注入は 2 回行い、単量体および凝集体

の面積および面積%（全ピーク面積に対する各ピーク面積の割合）について算出し、

2 回の平均値を報告値とした。ポリソルベート 80 を含む試料については、ポリソルベ

ート 80 由来のピークが凝集体ピークと重なったため（Figure 35）、ポリソルベート 80

のピーク面積を差し引いた値を凝集体ピーク面積値とした。 
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動的光散乱（DLS） 

動的光散乱測定には Zetasizer APS（Malvern）を用いた。各試料を 13,200 × g で

10 分間遠心した後、上清 60 μL を 384 穴プレートにとり、脱気のため 1,000 × g で 5

分間遠心した。測定温度は 25°C とし、測定前に 120 秒間 25°C で試料の平衡化を

行った。測定時間は Zetasizer software version 6.30 を用いて自動的に決定した。試

料にレーザー光を照射した際の散乱光の時間ゆらぎから拡散係数（D）を得た後、

以下のストークス・アインシュタインの式を用いて平均粒子径（Z 平均粒子径、Z-Ave）

を算出した。 

 

 

Figure 35. SEC の代表的なクロマトグラム。上：フルスケールクロマトグラム、下：拡大クロマ

トグラム 
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ただし、kB はボルツマン定数、T は温度、η は溶媒の粘度である。溶媒の粘度は、

Zetasizer software version 6.30 中の分散媒定義ファイルの値を使用した。測定は 3

回繰り返して行い、3 回の平均値を結果とした。 

 

円二色性スペクトル（CD） 

JASCO J720W 分光偏光計を用いて CD スペクトルを得た。各試料を 13,200 × g

で 10 分間遠心し、上清を試料とした。試料のタンパク質の濃度は 0.3-0.6 mg/mL で

あった。遠紫外の測定には光路長 1 mm のセルを用い、近紫外の測定には光路長

10 mm のセルを用いた。測定温度 25°C で測定を行った。0.2 nm ステップで 8 回ス

キャンを行い、8 回の平均スペクトルを結果とした。 

 

液体クロマトグラフィー－質量分析（LC-MS） 

mAb-A 溶液 1.0 mL をバイアルにとり、摩損度試験機を用いて 400 分間落下・振

とう複合ストレスを加えた後、15,000 × g で 30 分間遠心した。上清を可溶性画分とし

て回収した後、沈殿物を 100 μL の 0.1M グアニジン塩酸塩により再溶解し不溶性画

分とした。回収した可溶性画分および不溶性画分について、タンパク質 1 mg に対し

て FabRICATOR（IdeS）酵素（Genovis Inc.）を 1 ユニット加えた後、37°C で 30 分間

インキュベートし、F(ab')2 および Fc 部分へ分解した。さらに、5 M グアニジン塩酸塩

および 50 mM TCEP を加えて室温で 30 分間静置することにより F(ab')2 および Fc

部分を還元した。トリフルオロ酢酸を終濃度 10% (v/v)となるように添加して還元反応

を停止し、LC-MS 用試料とした。 

LC-MS 分析には、超高速液体クロマトグラフィー（島津、Nexera）および maXis II 

ETD 四重極-飛行時間型質量分析計（Bruker Daltonics）を用いた。カラムは

BEH300 C4 2.1 × 100 mm（waters）を用いた。カラム温度は 60°C に設定した。注入

量は、各試料について、タンパク質 1 mg が注入されるように設定した。移動相 A に

は 0.1%ギ酸含有の水を、移動相 B には 0.1%ギ酸含有の 2-プロパノール/アセトニト

リル=40:60（v/v）を用いた。溶出は移動相 B を 15%から 45%まで 30 分間で変化さ

せるリニアグラジエントにより実施した。モノアイソトピック質量を SNAP II アルゴリズム

（Bruker Daltonics）により決定した。 
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第二章 
 
材料 

PBS（pH7.4）は Invitrogen から購入した。ポリソルベート 20 は J.T. Baker 社から購

入した。その他の試薬は、特記しない限り、和光純薬社から購入した。 

第二章では、第一章でも使用した mAb-A（等電点（Isoelectric point、pI）: 8.90）

に加えて、IgG1 抗体（mAb-B, pI: 8.97）と IgG2 抗体（mAb-C, pI: 7.83）を用いた。

mAb-B については、ヒスチジン緩衝液中で濃度が 60 mg/mL となるように調製された

ものを、mAb-C については、酢酸緩衝液中で濃度が 16 mg/mL となるように調製さ

れたものそれぞれストック溶液とした。mAb-B および mAb-C は、はじめにストック溶

液を限外ろ過により PBS へバッファー交換した。各抗体溶液を PBS で希釈し 1 

mg/mL とした。0.05%ポリソルベート 20 含有試料については、0.1%ポリソルベート 20

含有 PBS と 2 mg/mL となるように PBS で希釈した各抗体溶液を 1：1 の割合で混合

して調製した。各試料溶液は 0.22 μm の PES 製フィルターでろ過した後、1 mL 容ガ

ラスシリンジにとり、ラミネート処理したゴム栓で密栓した。ゴム栓の位置は、ヘッドス

ペースの高さが 5 mm となる位置またはヘッドスペースが完全になくなる位置とした。

密栓した後、プランジャー部分は取り外した。また、本研究では、シリンジに塗布した

シリコンオイルがタンパク質凝集に与える影響について検討するため、シリコンオイ

ルを塗布した（SO+シリンジ）シリンジと塗布していないシリンジ（SO-シリンジ）を用い

た。 

 

方法 
落下・振とう複合ストレス試験 

摩損度試験機は第一章と同じものを使用した。第二章の実験では、抗体溶液の

入ったシリンジを摩損度試験機のドラムに入れ、50 rpm で 1 分間繰り返し落下およ

び振とうを行った。ストレス試験後、シリンジに太さ 27 ゲージ、長さ 1 インチの注射針

を取り付け、プランジャーを押して針先から試料を回収した。ストレスを加えない試料

は、抗体溶液をシリンジに充填し静置した後、溶液を針先から回収することにより得
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た。また、シリンジに充填する前の溶液をコントロールとした。 

試験の再現性について確認するため、mAb-B と mAb-C について、3 日にわけて

3 回の独立した落下・振とうストレス試験を行った。再現性の検討は、SO＋シリンジと

SO-シリンジについて、それぞれヘッドスペースありとなしの条件で実施した。 

 

振とうストレス試験 

振とうストレスには、ローテーター（Biosan、Bio RS-24）を用いた。ヘッドスペース

（気泡）がシリンジの端から端まで移動するよう回転速度は約 18 rpm とした。落下・

振とう複合ストレス試験における回転回数と同等になるよう回転時間は 3 分間とした。

振とうストレス試験後、落下・振とう複合ストレス試験と同様の方法で試料を回収し

た。 

 

フローイメージング分析（FI） 

装置およびフローセルは第一章と同じものを使用した。試料は希釈せずそのまま

測定した。試料から気泡を除くため、測定前に 30 分間減圧下で静置し脱気した。

0.2 mL の試料溶液でパージした後、三回繰り返して測定を行った。三回の平均値

を結果とした。測定容量は 0.15 mL、流速は 0.17 mL/min に設定した。1 μm 以上の

粒子を全て計数した。ただし、粒子の全域が測定画面内に入っていない粒子（Edge 

particles）はソフトウェア（MVSS version 2）を用いて除外した。異なる試料を分析す

る前に水および PBS で洗浄を行った。ポリソルベート 20 を含む試料を分析する際は

PBS ではなく 0.05 %ポリソルベート 20 含有 PBS を用いて洗浄を行った。試料の分

析はストレス試験後 3 時間以内に実施した。ストレス試験後少なくとも 3 時間は、シリ

コンオイル油滴の数に変化はみられなかった。画像パラメータによる解析が可能と

考えられる 7 μm 以上の粒子については、真円度と画像輝度の標準偏差からシリコ

ンオイル油滴とタンパク質凝集体粒子に分類を行った。シリコンオイル油滴は、円形

で、円の中心は白く周辺部分は黒く見えるという特徴があることから、本研究では、

真円度 0.8 以上、画像輝度の標準偏差 120 以上のものをシリコンオイル油滴粒子と

することとした。 
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サイズ排除クロマトグラフィー（SEC） 

Waters AquityTM UPLC システムに Protein BEH SEC column 4.6 × 300 mm 

(Waters)を接続し SEC を実施した。133 mM リン酸緩衝液、200 mM 塩化カリウム/ア

セトニトリル=9:1 を移動相としてアイソクラティック溶出を行った。流速は 0.3 mL/min

に設定した。検出は UV により行い、検出波長は 220 nm とした。各試料 7.5 μL をそ

のままを注入した。注入は 2 回行い、単量体および凝集体の面積および面積%につ

いて算出し、2 回の平均値を結果とした。 

 

共振式質量測定（RMM） 

RMM にはアルキメデスシステム（Malvern Instrument Ltd.）を用いた。センサーは

Hi-Q Micro センサー（測定範囲：250-1000 nm）を使用した。各試料はそのまま

RMM 分析に供した。測定前に、センサーを超純水で 60 秒間洗浄し、次いで試料

溶液を 60 秒間ロードした。その後、測定時間 300 秒で測定を実施した。測定は 3

回繰り返して行い、結果は 3 回の平均値とした。粒子濃度および平均粒子径は機器

に付属のソフトウェアにより計算した。 

 

シリンジ内壁に吸着したタンパク質の定量 

ストレス試験後、試料溶液を回収し、シリンジを 1 mL の溶媒（PBS または 0.05％ポ

リソルベート 20 含有 PBS で）で 3 回洗浄した。その後 1.2 mL の 1%ドデシル硫酸ナ

トリウム（Sodium Dodecyl Sulfate、SDS）水溶液を加えて密栓した。40kHz の超音波

を 15 分間照射し、壁面に吸着した抗体を回収した。回収した溶液をさらに 1% SDS

水溶液で希釈して吸着抗体試料溶液とした。希釈倍率は、SO-シリンジの場合は 5

倍、SO+シリンジの場合は 10 倍とした。 

吸着抗体試料溶液中のタンパク質含量は逆相クロマトグラフィーにより定量した。

逆相クロマトグラフィーには Waters AquityTM UPLC に Protein BEH C4 1mm ×100 

mm （担体粒子径 1.7 μm）を接続したシステムを使用した。移動相 A には 0.1%トリ

フルオロ酢酸（Trifluoroacetic Acid、TFA）含有の水を、移動相 B には 0.1%TFA 含

有のアセトニトリルを用いた。移動相 B の割合を 30 分間で 15%から 98%まで変化さ

せるリニアグラジエントにより溶出した。カラム温度は 80°C に設定した。検出は
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UV210 nm とした。得られたピーク面積値から抗体含量を算出し、さらにシリンジの

表面積あたりの吸着量を計算した。分析は 3 回行い、3 回の平均値を結果とした。 

 

示差走査熱量測定（DSC） 

構造安定性を評価するため、VP capillary DSC（Malvern）を用いて DSC 測定を

行った。各抗体溶液を PBS で 0.5 mg/mL に希釈し DSC 用試料溶液とした。PBS を

リファレンスとして 35°C から 95°C までスキャンを行った。昇温速度は 1°C/分とした。

PBS を試料としてスキャンしたものをベースラインサーモグラムとした。試料のサーモ

グラムからベースラインサーモグラムを差し引き、その後、タンパク質濃度についてノ

ーマライズを行った。熱容量が最も大きくなる温度を変性中点温度（Tm）とした。 

 

動的光散乱法による拡散係数の濃度依存性（ｋD）の評価 

mAb-A についてはストック溶液を、mAb-B および mAb-C についてはストック溶液

を PBS にバッファー交換した溶液を kD の評価に使用した。各抗体溶液を PBS で

1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10 mg/mL に希釈し、0.22 μm のフィルターでろ過した。ろ液 20 μL

を 384 well プレートにとり、脱気のため 300 × g で 3 分間遠心した。Dynapro Plate 

Reader II（Wyatt Technology Corporation）を用いて各抗体希釈液の拡散係数を測

定した。測定は 25°C で実施した。得られた拡散係数の値（Dm）を用いて、kD を以下

の式から算出した。ただし、Ds は無限希釈時の拡散係数、c は抗体濃度である。 

 ckDD DSm  1  
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