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第 1 章 序論 

第1節 研究背景 

バイオ医薬品について 

近年、生物を利用して製造されるバイオ医薬品の利用が拡大している。バイオ医薬品の

一つである組換えモノクローナル抗体医薬品は、登場してから 20 年以上が経過し、その有

効性の高さから販売が急激に増加している 1,2。近年流行している COVID-19 の治療におい

ても、二種類の抗体を併用する抗体カクテル療法が用いられるなど、今後も抗体による治

療が医薬品開発の中心的なターゲットの一つとなると予想される。 

 

バイオ医薬品中で発生する粒子について 

抗体医薬品の製造開発、輸送、保管、さらには投与の段階で様々な要因により発生する

製剤中の粒子は、重篤な副作用を引き起こす可能性があることが示唆されている 3,4。その

ため、注射剤に含まれる粒子については、品質にかかわる重要な事項として米国食品医薬

品局（U.S. Food and Drug Administration, FDA）などの規制当局により厳しく規制が設定さ

れており、USP<788>（Particle matter in injections）や日本薬局方 6.17（不溶性微粒子試験）

では、容量が 100 mL 以下の注射剤中の粒子については、≥10 µm, ≥25 µm のサイズの粒子

濃度はそれぞれ、6,000 個/mL、600 個/mL 以下であることが求められている 5,6。 

 抗体医薬品中で発生する粒子は Li らによると、3 種類に分類することができ、それぞれ、

外因性、内因性、内在性粒子と呼ばれる 7。外因性粒子は周囲の環境から混入する可能性の

ある粒子（例えば空気中に漂う繊維や髪の毛など）、内因性粒子は製造中に混在する可能性

のある粒子（例えばゴム断片や金属片、ガラス片など）、内在性粒子は製剤の劣化により発

生する粒子（例えばタンパク質凝集体など）である。外因性の粒子の混在はまれであり製

造設備のメンテナンスや工程の管理により防げるが、内因性粒子は発生そのものを防ぐこ

とは難しく 8–10、適切にコントロールされ発生を抑制する必要がある。内在性粒子、とくに
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タンパク質凝集体については、患者に対する安全性の担保のために医薬品の保管期間を通

じて正確にモニタリングされ、管理される必要がある 7。 

タンパク質凝集体のサイズ範囲は、数十 nm から数百 µm 程度と幅広いが、現時点にお

いてすべてのサイズ範囲の粒子を網羅的に定量、評価できる手法は存在しない 11。 さらに、

タンパク質凝集体の特性は一様でなく、量とサイズのみならず、形状、密度、屈折率など

の性質が多様であるが、この多様性を網羅的に分析する手段が不足している 12–17。そのた

め、目的の粒子サイズやタイプに従って、サイズや濃度の分析手法を選択する必要がある

（図 1、表 1）。非経口製剤の場合は、上述のとおり、薬局方において 10 µm 以上の大きさ

をもつ粒子については不溶性微粒子試験による数的な制限が設定されており、製剤中の粒

子の測定には、光遮蔽法（Light Obscuration, LO）の使用が規定されている 5,6。一方、近年

の研究において、10 µm よりも小さなサイズ範囲の粒子の濃度分布の分析の必要性が認識

されてきている 18–20。さらに、現状では、タンパク質凝集体のサイズと、それぞれのサイ

ズの粒子がもつ免疫原性との関係性が完全には明らかになってはいないため、凝集体の評

価においては、測定原理が異なる複数の手法を用いて定量や分析を行い、できる限り異な

るサイズ領域を複数の手法で網羅できるようにすることが望まれてきた。例えば、本博士

論文の著者は、サブミクロン（0.3~2.0 µm）、およびミクロン領域（2~20 µm）のサイズをも

つタンパク質凝集体の定量について、異なる手法間での定量結果の整合性を確認している

16。具体的には、サブミクロンのサイズ範囲では、定量的レーザー回折法（Quantitative laser 

diffraction, qLD）、共振質量測定法（Resonant mass measurement, RMM）、およびナノ粒子追

跡法（Nano-particle tracking analysis, NTA）を比較し、ミクロンサイズ領域では、qLD と LO

に加え、フローイメージング法（Flow imaging, FI）を比較した。サブミクロン範囲におい

ては、qLD と RMM とで、ミクロン範囲においては qLD と FI とで、首尾よく凝集体定量

の結果が一致したことから、これらの原理を用いた凝集体定量の有効性が確認された。な

かでも FI は、LO よりも粒子のカウント漏れが少ない可能性、および粒子一つ一つの形状
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や透明度などの形態情報も取得できることから、タンパク質凝集体分析の試験法では不可

欠の手法となりつつある非常に注目されている分析手法である 21,22。 

タンパク質溶液にかかるストレスの種類により、発生するタンパク質凝集体のサイズ分

布やその変化の仕方は異なる。例えば、加熱ストレスの場合は、ナノメートルサイズの粒

子の発生後、徐々に大きいサイズの粒子へと成長していくようなプロファイルとなるが、

撹拌や、振とう、またシリンジ壁面からの強制的な剥離（押し出し操作）の場合は、発生

する凝集体は初期からサブミクロンからミクロンサイズの粒子が多い 16,23,24。よって、幅広

いサイズ領域において、タンパク質凝集体のサイズ分布変化を計測することで、凝集体の

発生要因の特定が実現できる可能性がある。 

 

 

図 1: タンパク質凝集体のサイズ範囲とそれぞれのサイズ領域における粒度分布の分析手

法。SEC: サイズ排除クロマトグラフィー（Size exclusion chromatography）、NTA: ナノ粒子

追跡法（Nano-particle tracking analysis）、RMM: 共振質量測定法（Resonant mass measurement）、

qLD: 定量的レーザー回折法（Quantitative laser diffraction）、FI: フローイメージング法（Flow 

Imaging）、LO: 光遮蔽法（Light Obscuration）。  
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表 1: 粒子サイズに応じたタンパク質凝集体の粒度分布の分析手法 

手法 サイズ範囲 利点 課題 

SEC 1 nm ~ 40 nm

程度 

堅牢かつ簡便な分析が可能

である。 

検出感度および再現性が高

い。 

分析の過程でサンプルの希

釈を伴う。 

サイズと量のダイナミック

レンジが低い。 

製剤条件とは異なる溶媒で

分析することになる。 

NTA 数十  nm~ 数

百 nm 程度 

サブミクロン領域の粒子の

多分散系のサイズ分布の取

得が可能である。 

粒子径の大きな粒子が混在

する場合、サイズの小さい

粒子の情報の取得が難しく

なる。 

観察領域が狭いため、粒子

全体の分布を反映している

か検証する必要がある。 

RMM 200 nm~2 µm

程度 

溶媒よりも密度が大きい粒

子と小さい粒子を区別でき

る。 

観察する液量が微量である

ため、全体の粒子径分布を

反映しているか検証する必

要がある。 

流路が閉塞しやすいため、

適切な洗浄と装置の管理が

必要である。 

qLD 150 nm~20 µm

程度 

サブミクロンからミクロン

範囲まで、幅広いサイズ分

サンプルの必要容量が大き

い。 
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布にわたる分析が可能であ

る。 

時間依存的なサイズ分布の

変化の観察が可能である。 

光学モデルの妥当性の検証

が必要である。 

LO 2 µm程度以上 薬局方で規定されている分

析法である。 

分析が簡便である。 

粒子と溶媒とが近い値の屈

折率を持つ場合、粒子数が

少なく計測される傾向があ

る。 

含まれている粒子の形状把

握や粒子の種類の区別は困

難。 

FI 1~数百 µm 程

度 

画像から粒子の形状と数の

情報を取得できる。 

タンパク質凝集体と、シリ

コンオイルドロップおよび

気泡との区別が可能であ

る。 

焦点外の画像がぼやける場

合がある。 

5 µm 以下の粒径だと、タン

パク質凝集体とシリコンオ

イルドロップとの区別が困

難になってくる。 

参考文献（PHARM TECH JAPAN, Vol.34, No.7, 2018）より抜粋。 

 

タンパク質の溶液中での安定性 

タンパク質の溶液中での安定性は、タンパク質の化学的安定性と物理的安定性により説

明できる 25。タンパク質が溶液中で化学的な修飾を受けにくい場合、化学的安定性が高い

と言える。一方、タンパク質の物理的安定性は、タンパク質自体の構造安定性、およびタ

ンパク質分子のコロイド安定性と関係する。構造安定性は、タンパク質の天然状態と変性

状態の自由エネルギー変化が大きく、熱や撹拌などのストレスが加わっても天然状態で存
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在する確率が高い性質である。コロイド安定性は、タンパク質分子間に斥力が働き、反発

しあうことで、分散しやすい性質である 26–28。タンパク質の化学的、物理的安定性の低下

はタンパク質凝集につながる。  

タンパク質製剤中でのタンパク質性の粒子の発生要因は、タンパク質自体の溶液中での

構造安定性およびコロイド安定性の低下だけでなく、タンパク質の気液および固液界面へ

の吸着、タンパク質と医療デバイスに塗布されたコート剤との相互作用、さらに包装素材

へのタンパク質の吸着および製品への物理化学的ストレスに伴う吸着タンパク質の剥離な

ど、非常に多様な要因があげられる。近年の凝集体メカニズム研究では、タンパク質溶液

に、加熱や物理的な振とうなど、様々なストレスをかけてタンパク質凝集体を発生させる

加速試験を用いた手法によるアプローチが主流となっている 29–31。しかしながら、それぞ

れの研究結果はケーススタディとして取り扱われることが多く、タンパク質凝集体の発生

は、メカニズムの全容は明らかとなっていない 32–35。こうした状況の下、近年、タンパク

質の気液、固液界面への吸着およびフィルム層の形成、物理ストレスによるタンパク質フ

ィルムの界面からの剥離が、界面を介したタンパク質凝集体形成につながる可能性が示唆

されている 36–39。つまりこれらの研究に基づくと、タンパク質の気液、固液界面への吸着

を最小限にとどめられれば、タンパク質凝集体の発生を抑制できる可能性がある、という

凝集抑制のための重要なアイデアが得られることとなる。 

 

タンパク質の溶液安定性のための添加剤 

タンパク質医薬品における、タンパク質性の粒子の発生に対して、添加剤による溶液側

の物性の変更によって抑制する手法が主流である。タンパク質製剤に多く用いられる添加

剤として、緩衝剤、塩、糖類、アミノ酸、さらには界面活性剤があげられる 40。 

 緩衝剤は、主にタンパク質溶液の pH の安定化のために添加される。タンパク質の構造

は溶液の pH に大きく左右されるため、立体構造の保持の観点からも適切な pH 選択が必要

である 34。よって、タンパク質の等電点もアミノ酸配列のみから一義的には決まらないが、
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治療用抗体の多くは、アミノ酸配列に基づくと、等電点は pH 6 以上であると推定される。

さらに、アスパラギンやグルタミン残基は pH 4 以下または 7 以上において脱アミノ化しや

すく、システインやセリン残基は高 pH でラセミ化しやすい。よって、タンパク質に電荷を

もたせて静電気的な斥力を与え、溶液中でのコロイド安定性を増強させるためだけでなく、

特定のアミノ酸残基に起こる化学変化を防ぐために、製剤は弱酸性から中性（pH4.5~7.5）

に保たれることが多い 25,41。また、タンパク質溶液の長期安定性を達成するため、タンパク

質それぞれに対して適切な緩衝剤が選択される。 

 塩の添加は、溶液のイオン強度を上げたり、溶液中のタンパク質間の静電引力を減少さ

せたりする効果がある。その効果は、タンパク質を安定化するための効果の程度の指標と

なる、ホフマイスター系列に従って説明することができる 42,43。ホフマイスター系列によ

って、塩はカオトロピック塩とコスモトロピック塩とに分類され、それぞれ異なる効果を

持つ。例えば、コスモトロピックイオンに分類される硫酸陰イオンやリン酸陰イオンは、

タンパク質の構造安定性を高める。一方、カオトロピックイオンに分類されるヨウ素酸塩

や過塩素酸陰イオンは、タンパク質の構造を不安定化する効果がある。しかし、塩の濃度

によっては、タンパク質の構造を不安定化したり、タンパク質の凝集を促進したりするこ

とが分かっている 44。例えば、タンパク質の凝集が静電相互作用による場合、高イオン強

度（高塩濃度）の方が凝集抑制に効くが、タンパク質の凝集がタンパク質どうしの疎水性

相互作用による場合、塩濃度の増加は凝集促進に影響すると考えられる 45。 

 糖類は、溶液に添加することにより、タンパク質分子の周りから選択的に排除される効

果をもち、タンパク質の水和を誘導すること（選択的水和とよばれる）でタンパク質が折

りたたまれた構造を保つことでタンパク質の構造安定性を増す 42,46。バイオ医薬品におい

てはスクロース、マンニトール、およびトレハロースなどが使用される場合が多い 47。こ

れらの糖類は凍結保護剤としてタンパク質製剤に添加され、特に凍結融解ストレスに対し

てタンパク質製剤の安定性を増強する 48。 
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 添加剤として添加されるアミノ酸類の代表例は、ヒスチジン、グリシンとアルギニンが

ある 49。ヒスチジンやグリシンは、緩衝材として溶液 pH を最適化するために用いられる場

合が多い。ヒスチジンはさらに、溶液中のヒドロキシラジカルを除去する抗酸化剤として

も知られている。アルギニンは様々な分子相互作用を介してタンパク質と相互作用すると

報告されている。アルギニンはグルタミン酸のカルボキシル基とは水素結合、静電相互作

用の両方を介して直接相互作用し、プロリンやバリン残基とはメチレン基を介した分散、

疎水性相互作用の両方で結合することでタンパク質の疎水性パッチと結合する。これらの

アミノ酸の添加により、タンパク質間の弱い相互作用を低減することができる。 

 界面活性剤は、溶液中のタンパク質、また、気液界面および固液界面に吸着することで

タンパク質どうしの相互作用、およびタンパク質の界面吸着を防ぐ。日本では、医薬品添

加物として 100 種類以上の界面活性剤が使用されており 50、特にモノクローナル抗体製剤

の 70 %以上に、ポリソルベート 80 またはポリソルベート 20 のいずれかが添加されている

17。また近年では、バイオ医薬品の液体製剤に対するポロキサマー188 の使用も増えてきて

いる 17,51,52。ポリソルベート類は両親媒性の非イオン性の界面活性剤で、共通骨格として、

異なる側鎖にランダムに分布した合計 20 の繰り返し単位のポリオキシエチレン（POE）に

結合したソルビタンリングで構成されている（図 2 (a)）53。一方、ポロキサマーは、2 つの

ポリオキシエチレン鎖（PEO）が 1 つの疎水性ポリオキシプロピレン鎖（PPO）に隣接する

トリブロックコポリマーである（図 2 (b)）53。P188 の分子量は約 8.4kDa で、親水性部分が

分子量の約 80％を占めており、親水性/親油性のバランスが比較的高い 52。界面活性の観点

からすると、ポロキサマー188 に比べてポリソルベート 80 のほうが、界面張力を低下させ

るのに効果的でタンパク質の界面への吸着低減効果はポリソルベート 80 の方が高いこと

が報告されている 54,55。しかしながら、ポリソルベート類は、製剤に残留する消化酵素など

により加水分解されたり、溶液中に残存する過酸化物による自己酸化されたりして分解ま

たは劣化し、遊離脂肪酸やアルデヒド類などを産生し、タンパク質製剤の安定性を損ねた

り、遊離物が核となって粒子が形成される懸念もある 56–58。 
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図 2: (a) ポリソルベートの構造。RCO は、ポリソルベート 20 では主としてラウリン酸

（ CH3(CH2)10CO- ）、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80 で は 主 と し て オ レ イ ン 酸

（CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7CO-）であり、その他の脂肪酸も含む。(b) ポロキサマー188 の構

造。 

 

非経口抗体医薬品の剤型 

非経口製剤、なかでも注射用の製剤の剤型は様々であり、ガラスバイアルの使用の開始

は 1850 年代にまでさかのぼる 40,59。ホウケイ酸ガラスを成形したバイアルは、現在、凍結

乾燥製剤および液体製剤の、最も主流な包装形態となっている。凍結乾燥品は薬液を凍結

および乾燥させて粉末のケーク状態として提供され、使用前に薬液で再構成してから投与

に用いられるため、コンタミネーションのリスクがあること、医療従事者の手間が多いこ

となどが懸念点であった 60,61。そのため、再構成の不要な液体製剤の販売が増加している。

なかでも、利便性や投与の簡便性の理由により、あらかじめ注射器に薬液が充填された状

態のプレフィルドシリンジ（PFS）品の販売が加速している 40。一方、PFS 剤型の使用には

特有の懸念点もある。典型的な PFS の容量は 0.25~5.0 mL と限られており、製品の濃度は

50~180 mg/mL の高濃度となりうる 62。高濃度のタンパク質はタンパク質－タンパク質間相

互作用によるネットワーク形成による粘度増加、およびタンパク質凝集体の発生を引き起

こす可能性がある 40,63。さらに、PFS には注射針が据え付けられており、注射器内外の圧力

差により、注射針における詰まりが発生する可能性も示唆されている 64。さらに、PFS バ

レルの素材であるホウケイ酸ガラスには、プランジャーヘッドと呼ばれるゴム栓との摩擦
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を低減するため潤滑剤としてシリコンオイルが 0.2~1 mg スプレー塗布されている 45。シリ

コンオイルは製剤中で粒子形成やタンパク質凝集体を誘起する原因となることが報告され

ている 34,39,65,66。このような懸念から、シリコンオイルの塗布技術が発展し、シリコンオイ

ルの焼き付けやバレルへの架橋を行うことで、シリコンオイル層の厚みを 10 分の 1 以下に

し、製剤中へのシリコンオイル粒子の剥離も低減できるシリコンオイルコーティング技術

が開発されてきた 67。それでもやはり、タンパク質製剤中にシリコンオイルが遊離してく

る可能性はあり、シリコンオイルにより発生した凝集体やシリコンオイルドロップにタン

パク質が吸着した粒子の免疫原性の懸念を完全に排除することができないことになるため、

できる限りシリコンオイルの使用は避けた方が良いと考えられる 19,20,40。こうした状況のも

と、近年では、専用のプランジャーヘッドを備え付けた、シリコンオイルフリーのホウケ

イ酸ガラスバレル、またはシクロオレフィンコポリマー（COC）やシクロオレフィンポリ

マー（COP）などのポリマー素材で成形された PFS が商品化されている 68–71。ガラスシリ

ンジは最も広く使用されている選択肢であるが 72、ひび割れや破損などの脆弱性が懸念さ

れる 73,74。一方、ポリマー類の PFS への適用については、水や CO2/O2の透過性の高さ、ま

たは浸出物/溶出物の懸念もあるが、タンパク質製剤での保管におけるタンパク質凝集体発

生の抑制において、シリコンオイルフリーCOP の PFS の有用性が実証されている 40,68,75,76。 

 シリコンオイル塗布されたホウケイ酸ガラスシリンジ（GLS/so+）、シリコンオイルフリ

ーガラスシリンジ（GLS/so-）、およびシリコンオイルフリーCOP シリンジ（COP）を用い

た PFS への 3 種類のタンパク質製剤を用いた、PFS 中で発生するタンパク質凝集体に関す

る先行研究において、PFS へ吸着するタンパク質の量が多いほど、PFS の押し出し操作に

よって排出されるタンパク質凝集体の濃度が高くなることが示された 24。よって、医療用

タンパク質の界面への吸着、特に PFS のバレルへの吸着量を低減することが、患者への投

与時のタンパク質医薬品の安全性向上に貢献できる可能性が示唆された。この先行研究に

おいて、タンパク質の種類のみならず、タンパク質が接触する PFS バレルの種類によって

も、タンパク質凝集体の濃度が異なったことから、タンパク質溶液の物性だけでなく、タ
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ンパク質溶液が接触する容器側の材質が、タンパク質の固液界面安定性およびタンパク質

凝集体発生に影響を与える可能性も示唆された。 

そこで本博士論文では、タンパク質医薬品中で発生するタンパク質凝集体の発生を抑制

するために、タンパク質凝集体発生の根源であると考えられる、タンパク質の固液界面へ

の吸着メカニズムの解明を目的とした。さらに、吸着メカニズムに基づき、表面素材の物

性ごとに対応する、タンパク質のシリンジバレルへの吸着量およびタンパク質凝集体量の

低減に対する有効手段を提案する。 
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第2節 博士論文構成 

本博士論文の構成は下記の通りとなっている。 

まず、第 2 章では、医療用タンパク質であるモノクローナル抗体アダリムマブ（mAb）

および遺伝子組み換え融合タンパク質アバタセプト（CTLA4-Ig）のプレフィルドシリンジ

（PFS）への吸着について、ホウケイ酸ガラス（GLS）シリンジおよびシクロオレフィンポ

リマー（COP）シリンジを用いて解析を行った。GLS も COP も、抗体医薬品実製剤に用い

られる PFS の材質である。タンパク質の吸着は、タンパク質が置かれる溶液の pH および

イオン強度によって変化するため、本研究においても、mAb および CTLA4-Ig のシリンジ

への吸着量の pH 依存性および塩濃度依存性を定量した。また、高速液中原子間力顕微鏡

（High-speed atomic fore microscopy, HS-AFM）を用いて、各表面への吸着動態のリアルタイ

ムモニタリングも行った。さらに、タンパク質の吸着にどのような相互作用が関与するか

を検証するため、それぞれのタンパク質およびシリンジ表面について、溶液中での物理化

学的特性を調べた。結果としては、親水性表面であるホウケイ酸ガラスへの吸着には、タ

ンパク質とシリンジ表面との静電相互作用の寄与が大きいと考えられ、一方、疎水性表面

であるシクロオレフィンポリマーへの吸着には、タンパク質とシリンジ表面との静電相互

作用のほかに、疎水的な相互作用の寄与が出てくると考えられた。実際、タンパク質のバ

レルへの吸着、および凝集体発生の抑制に対して、疎水性相互作用を低減させるために用

いられる界面活性剤の効果がガラスシリンジに対してよりも COP シリンジに対して大き

かった。このことから、タンパク質医薬品の容器材質ごとに適したタンパク質製剤の安定

化手法を考える必要があることが示唆された。 

第 3 章では、第 2 章で得られた知見から、シリンジの材質の物性がタンパク質の吸着量

にもかかわる可能性が高いと考え、さまざまな物性を持つポリマーの物理化学的特性を調

べたうえで、mAb の吸着定量を行った。さらに、タンパク質およびポリマーの持つ物理化

学的特性と、mAb のポリマーへの吸着量との相関関係の解析より、mAb の吸着にはどの特

性が寄与するのかを推定した。その結果、ポリマーPFS への mAb の吸着は、PFS バレル表
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面の疎水度、およびタンパク質間相互作用のパラメータである第二ビリアル係数 B22 で説

明できる可能性が示された。PFS バレル素材の特性を含む、これらのパラメータによって

タンパク質の吸着量を予測できる可能性が示されたことは、今後、タンパク質製剤の処方

のみならず包装設計の上で、タンパク質、処方、容器を統合的に検討する必要があること

を示す重要な知見となると考えられる。 
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第 2 章 タンパク質のホウケイ酸ガラスおよびシクロオレフィンポリマーシ

リンジへの吸着 

第1節 緒言 

 溶液中でのタンパク質凝集体の形成要因は様々であるが、近年、タンパク質の界面への

吸着、フィルム形成、およびそのフィルムの脱離が、タンパク質凝集体につながることが

示唆されていることから、気液、および固液界面におけるタンパク質の吸着動態を検証す

ることは、今後の安定なタンパク質医薬品創出のためにも必要不可欠であると考えられる。

先行研究において、材質の異なるプレフィルドシリンジ（PFS）を用いて PFS 中から押し

出し操作により排出されるタンパク質凝集体量を定量すると、PFS バレルへのタンパク質

の吸着量が多いほど、排出されるタンパク質凝集体量も多いことがわかった 24。さらに、

タンパク質の種類のみならず、タンパク質が接触する PFS バレルの種類が異なれば、同じ

タンパク質溶液を充填していたとしても排出されるタンパク質凝集体量の濃度が異なった

ことから、タンパク質溶液の物性だけでなく、タンパク質溶液が接触する容器側の材質が、

タンパク質の固液界面安定性およびタンパク質凝集体発生に影響を与える可能性も示唆さ

れた。この結果は、PFS 内の吸着量を最小限にできれば、タンパク質凝集体の発生も最小

限にできる可能性があることを示している。よって、本研究では、タンパク質の固液界面

への吸着のメカニズム解明を目的とした。 

 本章では、実際に PFS 製剤に使用されている、ホウケイ酸ガラス製および新規の医療用

ポリマー素材であるシクロオレフィンポリマー製の PFS バレルを用いて、モノクローナル

抗体アダリムマブおよび遺伝子組換え融合タンパクアバタセプトの吸着特性の解析を行っ

た。 

モノクローナル抗体アダリムマブ（以下、mAb）は、遺伝子組み換えヒト型抗ヒト TNF-

αモノクローナル抗体製剤である（販売名：ヒュミラ）77。ヒュミラは抗体医薬品における

売り上げトップの抗体医薬品で、2019 年時点での売り上げが 2 兆 2000 億円（196 億ドル）

を突破しており、医薬品の売り上げトップ 10 の総売り上げの 21%を占める 78。販売されて
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いる剤型はペンタイプも含めたプレフィルドシリンジである 79。また、抗体のモデルタン

パク質として、研究開発に用いられる場合も多い 24,75。そのため本研究においても、得られ

た知見を一般的な抗体医薬品への適応拡大ができることが望ましいため、アダリムマブを

用いることにし、物性解析およびシリンジバレルへの吸着機構を検証した。 

遺伝子組み換え融合タンパク質アバタセプト（以下、CTLA4-Ig）は、ヒト細胞障害性 T

リンパ球抗原-4 (CTLA-4) の細胞外ドメインとヒト免疫グロブリン G の定常領域から構成

され、抗リウマチ薬などとして使用されている 80。販売剤型は点滴静注用の液体バイアル

品、皮下注用プレフィルドシリンジ、およびオートインジェクターがある 81。先行研究に

おいて、融合タンパク質のモデルタンパク質として研究に使用されている例が複数あり、

本研究にも使用した 75,82,83。 

近年、高速液中原子間力顕微鏡（High-speed atomic force microscopy, HS-AFM）によるタ

ンパク質分子の挙動の解析が行われている 84。HS-AFM を用いた分析では、様々なタンパ

ク質の分子間相互作用や構造変化を観察することができる 85。HS-AFM で抗体を観察する

研究は、抗体抗原結合の解析においてよく用いられてきたが 86,87、近年では、抗体分子の固

液または気液界面への非特異吸着の観察に応用する例もみられる 24,88。抗体分子の基本構

造は Y 字型であり、2 本の重鎖（約 50 kDa）と 2 本の軽鎖（約 25 kDa）からなる（図 3(a)）

88。重鎖は定常領域と可変領域から構成され、ヒンジ領域の 2 箇所ジスルフィド結合により

2 本の重鎖が結合している。軽鎖も定常領域と可変領域から構成されており、定常領域が

重鎖と結合しており重鎖とのジスルフィド結合がある（抗原結合フラグメント、antigen-

binding fragment, Fab）。ヒンジの反対側は結晶フラグメント（Crystalline fragment, Fc）と呼

ばれる。抗体分子は、球状のタンパク質と比較して構造の非対称性が高いので、吸着時の

分子配向性も議論される。界面上で抗体分子が取りうる配向性は、Flat-on, End-on, Head-on, 

Side-on 配向がある（図 3 (b~e)）。Flat-on では、抗体は表面に対して Y 字型を保ったまま平

行に配向し、End-on では Fc 領域を表面側に、Head-on では Fab 領域を表面側に配向する。

Side-on は、抗体の Y 字が横たわるような形で配向することを指す。抗体の配向性は、抗体
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の吸着時の密度を考える指標ともなり、Flat-on だと抗体 1 分子が界面と接触する面積が最

大となる、すなわち界面における吸着分子の密度が最小となる。一方、End-on または Head-

on で吸着すると、吸着分子の密度は最大となる。本研究においても、シリンジ素材に吸着

していくタンパク質の分子挙動と配向性を観察するため、HS-AFM を使用した。 

 

 

図 3: (a) 抗体構造の模式図。抗体が (b)Flat-on, (c) End-on, (d) Head-on, (e) Side-on 配向で表

面吸着した場合の模式図。オレンジ：重鎖、黄緑：軽鎖、茶線：ヒンジ、赤線：ジスルフィ

ド結合。 

 

 本章では、吸着量の分析のほか、シリンジバレル中で発生する mAb および CTLA4-Ig の

タンパク質凝集体量がシリンジの種類で異なるかということ、また、それぞれのタンパク

質の凝集体発生に対する界面活性剤の効果を検証するため、ローテーターを用いて 18 rpm

で 5000 回の回転ストレスをかけた場合の、可溶性のタンパク質凝集体、および>1 µm 以上

の粒子の定量を行った。18 rpm の回転ストレスでは、シリンジ中のヘッドスペース（3.36 

mm の球形の気泡）が 35 mm の液柱の中を滞ることなく往復する（図 4）。この回転ストレ

スでは、PFS バレルに吸着したタンパク質が、気泡が動いてくることによりはがされるた

め、タンパク質の吸着および脱離による凝集体発生が分析できると考えた（図 4 (c)）39。 
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図 4: (a) ローテーターによる 18 rpm 回転ストレスの模式図。(b) シリンジ中を動くヘッド

スペース（気泡）の写真。(c) シリンジ中を動くヘッドスペース（気泡、(b)の赤枠部分）の

模式図。 
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第2節 実験材料および手法 

材料 

 本研究には２種類の市販の医療用タンパク質、アダリムマブ（販売名：ヒュミラ皮下注

シリンジ 40 mg, エーザイ株式会社、以下、mAb）とアバタセプト（販売名：オレンシア皮

下注 125 mg, ブリストル・マイヤーズスクイブ、以下、CTLA4-Ig）を購入した。ポリソル

ベート 80（PS80）は日油株式会社、ポロキサマー188（P188）は Sigma-Aldrich 社より購入

した。その他の試薬は特記しない限り、富士フィルム和光純薬株式会社から購入した。 

 本研究では ISO11040 に準拠したホウケイ酸ガラス（GLS）シリンジとシクロオレフィン

ポリマーシリンジ（COP）シリンジを用いた。COP シリンジおよびプランジャーヘッド（i-

coatingTM プランジャー）はテルモ株式会社から提供された。 

 HS-AFM によるタンパク質の吸着動態のリアルタイム観察には、ホウケイ酸ガラスおよ

びシクロオレフィンポリマー（COP）の基板を使用した。ホウケイ酸ガラスシート（18×

18 mm2, 厚み：0.13~0.17 mm, 以下 GLS）は松波硝子工業株式会社から購入した。COP シ

ート（20×20 mm2, 厚み：0.15 mm, 以下 COP）は日本ゼオン株式会社から提供された。高

速原子間力顕微鏡（HS-AFM）用のカンチレバー（BL-AC10DS-A2）は、オリンパス株式会

社から購入した。カンチレバーのばね定数は 0.1 N/m で、共振周波数は 1500 kHz、半径は

24 nm であった。カンチレバーの先端をより鋭利にするため、フェロセンを電子ビームに

よってカンチレバーの先端に蒸着させる処理を行った。 

 

方法 

タンパク質サンプルの準備 

mAb と CTLA4-Ig は製品のプレフィルドシリンジより回収し、20 mM 酢酸ナトリウム緩

衝液（pH 5）に限外濾過により透析した。その後、サンプルを SP セファロースカラム（Cytiva）

に供し、0.4 M 塩化ナトリウムを含む 100 mM リン酸緩衝液（pH 8）で溶出した。最後にタ

ンパク質溶液を水または 10 mM リン酸緩衝液に限外濾過で透析した。タンパク質吸着量の
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濃度依存性の検討では、溶液 pH は 7 に調製し、タンパク質濃度は 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 

および 2.0 mg/mL に調製した。シリンジからのタンパク質の剥離量のドデシル硫酸ナトリ

ウム（SDS）濃度依存性、吸着量の pH 依存性、吸着量の塩濃度依存性の検証では、タンパ

ク質各タンパク質溶液は 10 mM リン酸緩衝液中に 1 mg/mL となるように調製した。シリ

ンジからのタンパク質の剥離量の検証では、タンパク質溶液は pH 7 に調製した。吸着量の

pH 依存性の検証では、タンパク質溶液は pH 1 毎に pH 4~9 に調製した。吸着量の塩濃度依

存性の検証では、50 mM または 500 mM の塩化ナトリウムを含んだ pH 5 または 7 の 10 mM

リン酸緩衝液に、タンパク質溶液を限外濾過により透析した。 

界面活性剤を含有するサンプルは、アダリムマブに対しては PS80 を、アバタセプトに対

しては P188 を添加することで作製した。PS80、P188 はそれぞれ、ヒュミラおよびオレン

シアの処方の添加剤であるため選択した 79,80。0.1 %の界面活性剤含有タンパク質試料は、

それぞれ、0.2 %界面活性剤を含む 10 mM リン酸緩衝液と 2 mg/mL タンパク質を含む 10 

mM リン酸緩衝液とを混合することにより作製した。 

 各タンパク質試料の PFS への充填操作は無菌条件下で行った。まず、各条件に調製され

たタンパク質試料と同じ溶媒条件で、タンパク質を含まない溶媒（コントロール溶液）を

ポアサイズ 0.22 µm の溶液フィルターに通し、その後同じ溶媒組成のタンパク質溶液をフ

ィルターに通液することで微小な不純物を取り除いた。上記フィルター済みの溶液を用い

て、タンパク質溶液は 1 mg/mL に調製した。タンパク質試料は 1 mL ずつ、GLS および COP

シリンジに、1 条件につき 3 本ずつに充填した。ヘッドスペース（気泡）は 5 mm となるよ

うにプランジャーを取り付けた。シリンジに充填されたタンパク質試料は 3 日間、2~8°C の

温度条件下で保管した。 

 

シリンジ内壁に吸着したタンパク質の定量 

 試料保管後、充填されていた試料溶液は、プランジャーを抜き取り、シリンジ針の反対

側から回収した（図 5）。各シリンジは 1 mL のタンパク質が溶解していない溶媒（pH 4~9
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に調製された 10 mM リン酸緩衝液、pH 5 または 7 の 50 mM NaCl を含む 10 mM リン酸緩

衝液、pH 5 または 7 の 500 mM NaCl を含む 10 mM リン酸緩衝液、および 0.1 %の PS80 ま

たは P188 を含む pH 5 の 10 mM リン酸緩衝液）で 3 回洗浄した。 

 シリンジに吸着したタンパク質の剥離量が界面活性剤濃度によって変化するか否かを検

証するため、洗浄後の COP シリンジに 1, 5, 7.5, 10 %（w/v）の SDS 水溶液を 1.2 mL ずつ

充填し、40 kHz の超音波に 15 分間さらし、壁面に吸着したタンパク質を剥離した。回収し

た溶液は、SDS 濃度が 3 %（w/v）となるように、1 %SDS で剥離したタンパク質サンプル

は 5 %SDS 水溶液と 1:1 で混合することで、5 %SDS で剥離したタンパク質サンプルは

1 %SDS 水溶液と 1:1 で混合することで希釈し、7.5, 10 %SDS で剥離したタンパク質サンプ

ルは、水でそれぞれ 2.5 倍、3.3 倍希釈した。同様に、GLS シリンジからついては、1 %, 7.5 %

の SDS 水溶液で剥離されるタンパク質の量を比較した。 

タンパク質の剥離量のSDS濃度依存性タンパク質のシリンジからの剥離量検討後の実験

では、7.5%（w/v）のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）水溶液を用いて、シリンジに吸着し

たタンパク質量を測定した。洗浄後のシリンジに 7.5 %SDS 水溶液を 1.2 mL ずつ充填し、

40 kHz の超音波に 15 分間さらすことで壁面に吸着したタンパク質を剥離した。回収した

溶液は、SDS 濃度が 3 %（w/v）となるように水で 2.5 倍希釈して測定用の試料溶液とした。 

 剥離したタンパク質試料溶液中のタンパク質量は、逆相クロマトグラフィーを用いて定

量した。逆相クロマトグラフィーには VanquishTM UPLC（Thermo Fisher Scientific 株式会社）

に Protein BEH C4 1 mm ×100 mm （担体粒子径 1.7 μm, 日本 Waters 株式会社）を接続した

システムを使用した。移動相 A には 0.1%（v/v）トリフルオロ酢酸（Trifluoroacetic Acid、

TFA）含有の水を、移動相 B には 0.1%（v/v）TFA 含有のアセトニトリルを用いた。カラ

ム温度は 80°C、検出の波長は UV210 nm に設定した。移動相 B の割合を 15 分間で 30 %か

ら 98 %まで変化させるリニアグラジエントによりタンパク質を溶出した。得られたピーク

面積値からタンパク質含量を算出し、さらにシリンジの表面積あたりの吸着量を計算した。

なお、吸着量計算に用いたピーク面積は、実際に得られたピーク面積に、UPLC に供する際
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の希釈率をかけることで算出した。分析は 3 回行い、3 回の平均値を結果とした。対照と

なる 2 群間の比較における統計解析では、ウェルチの t 検定を行った。 

 

図 5：PFS バレルへのタンパク質の吸着および剥離の方法。 

 

タンパク質の COP シリンジへの吸着量の、タンパク質バルク濃度依存性に基づく

Langmuir モデル解析 

 タンパク質の表面への吸着分析には、しばしば Langmuir の吸着等温式が使用される 89,90。

本研究においても、COP シリンジへの吸着量のタンパク質バルク濃度依存性の結果が

Langmuir モデルに当てはまるかを解析した。Langmuir モデルが適用できる要件は、以下の

4 つがある 90；1) 表面は均一な吸着サイトをもつ、2) 各吸着サイトは個々の溶質分子に結

合する、3) 吸着が動的な可逆平衡状態にある、4) 吸着挙動を変えるための表面上の溶質間

の相互作用がない。以上の条件を満たす場合、同等の吸着サイトを持つ表面への溶質の吸

着反応は、平衡条件下での可逆吸着プロセスについて次のように表される。 

 

P + S ⇋ P・S 

ka 

kd 
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ここで、P、S、および P・S は、それぞれ溶液中の溶質、溶質吸着に利用可能な表面サイ

ト、および表面サイトに吸着した溶質を表し、kaおよび kdはそれぞれ吸着および脱着の速

度定数を表す。ここで、Q（mol/m2）がすべての結合部位が満たされたとき、すなわち、

表面飽和時に吸着した溶質の量、q（mol/m2）は、ある溶液濃度（C）において表面に吸着

した溶質の量であるとすると、表面への溶質の吸着速度は、溶質の溶液濃度（C mol/L）

と吸着用の空のサイトの数（Q - q）に比例するものとして表すことができる。 

𝑑𝑞

𝑑𝑡 
= 𝑘𝑎𝐶(𝑄 − 𝑞) − 𝑘𝑑𝑞     (式 1) 

動的平衡条件下では、吸着速度と脱着速度は互いに等しく、吸着システムの古典的なラン

グミュア吸着モデルが得られる。 

𝑘𝑎𝐶(𝑄 − 𝑞) = 𝑘𝑑𝑞  (式 2) 

これを q について表すと、以下の式になる。 

𝑞 =
𝑄𝐶

𝐶+𝐾𝑒𝑞
−1     (𝐾𝑒𝑞 =

𝑘𝑎

𝑘𝑑
)   (式 3-1) 

解析には SAS Institute Japan 株式会社の JMP Pro 16 ソフトウェアを用い、タンパク質濃度 C

に対する吸着量の実測値に当てはまるような𝑄（mol/m2）および𝐾𝑒𝑞を推定した。また、mAb

について、不可逆な吸着層があると仮定した式 3-2 を用いてのフィッティングも行った。 

𝑞 =
𝑄𝐶

𝐶+𝐾𝑒𝑞
−1 + 𝑍    (𝐾𝑒𝑞 =

𝑘𝑎

𝑘𝑑
) (式 3-2) 

ここで Z（mol/m2）は、不可逆吸着層の量である。 

 

タンパク質の構造安定性およびコロイド安定性分析 

 タンパク質構造安定性の指標として、示差走査蛍光光度（Differential scanning fluorimetry, 

DSF）を用いて融解温度（Tm）を決定した。DSF 測定には、Unchained lab 社の UNcle を用

いた。1 mg/mL に調製された pH 5, 7 の 10 mM リン酸バッファー中に溶解した mAb および

CTLA4-Ig を 8.8 µL ずつ、ガラスキャピラリーに充填し、温度に対して蛍光強度の重心平

均（barycentric mean, BCM）波長をプロットした。Tm 値はタンパク質の天然状態の半分が
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変性状態に変化した温度として推定された。測定は各条件につき 3 回行い、3 回の平均値

を結果とした。同じタンパク質、異なる pH における Tm値の比較では、ウェルチの t 検定

を行った。 

 タンパク質のコロイド安定性の指標として、静的光散乱法（Static light scattering, SLS）を

用いて第二ビリアル係数（B22）を測定した。SLS 測定には、AntonPaar 社の LiteSizer500 を

用いた。SLS で測定された散乱強度より、式 4 によって B22が決定される。 

𝐾𝑐

𝑅(θ)
=

1

𝑀W
+ 2𝐵22𝑐 +…   (式 4) 

𝐾, 𝑐, 𝑅(θ), および 𝑀Wはそれぞれ、光学定数、タンパク質濃度、タンパク質の過剰レイリ

ー率、および重量平均分子量を示す。各条件におけるタンパク質の希釈系列（10, 8, 6, 4, 2 

mg/mL）60 µL ずつ準備し、SLS で各𝑅(θ)の値を取得した。タンパク質濃度𝑐に対して、

𝐾𝑐/𝑅(θ)をプロットし、直線の傾きから B22を決定した。 

 

タンパク質の表面ゼータ電位測定 

 溶液中に存在するコロイド粒子の表面ゼータ電位とは、分子滑り面と分子周囲の溶液と

の間の界面の電位であり、電気泳動によって測定される。電解溶液中の粒子にレーザーを

照射すると、ドップラー効果により粒子からの散乱光の周波数がシフトする。屈折率 n の

溶媒に分散した試料に波長λのレーザービームを照射し、散乱角θで検出した場合、移動

速度 V とドップラーシフト量Δf の関係は式 5 で表される。 

∆𝑓 =
2𝑉 sin

𝜃

2

𝜆
  （式 5） 

電気移動度 U は、式 6 によって得られる電気泳動速度Ｖおよび電場Ｅから計算される。 

𝑈 =
𝑉

𝐸
    （式 6） 

ゼータ電位 ξは式 6 により得られる U とスモルコフスキー方程式（式 7）から計算される。 

ξ =
4𝜋𝜂𝑈

𝜀
  （式 7） 

タンパク質溶液の表面ゼータ電位の測定には、AntonPaar 社の LiteSizer500 を用いた。10 



30 

 

mM リン酸バッファーで、pH 1 ごとに pH 3 から pH 10 に調製された 1 mg/mL の mAb およ

び CTLA4-Ig の表面電位を測定した。測定は 3 回行い、3 回の平均値を結果とした。 

アミノ酸配列を用いたタンパク質の等電点の計算は、Sednterp ソフトウェアを用いて確

認した。タンパク質のアミノ酸配列を入力し、システイン残基はジスルフィド結合を形成

していると仮定して等電点を算出した。 

 

タンパク質分子のモデリングおよびタンパク質の表面アクセシビリティ計算 

 mAb および CTLA4-Ig の完全長の構造モデルは、Schrödinger 社の Maestro11.5 ソフトウ

ェアを使用して構築された。mAbの完全長の構造は、完全長のヒト IgG B12（PDB id: 1HZH）

を鋳型として、アミノ酸配列を当てはめることでホモロジーモデリングを行った。Protein-

protein BLAST (blastp)検索の結果、アダリムマブの配列と 1HZH との配列相同性は 84 %で

あった。CTLA4-Ig の構造は、ヒト CTLA-4 アポホモダイマー（PDB id: 3OSK）とヒト IgG1-

Fc（PDB id：5JII）の結晶構造を鋳型として作成した。Protein-protein BLAST (blastp)検索の

結果、アバタセプトの CTLA-4 部分の配列と 3OSK との配列相同性は 98 %、アバタセプト

の Fc 部分と 5JII との配列相同性は 98 %であった。静電ポテンシャル表面は、溶質の誘電

率を 1、溶媒の誘電率を 80、溶媒の pH は 5, 7 を設定し、Poisson-Boltzmann 方程式を使用

して決定された。±4 kT/e の等電位面をタンパク質モデルの表面にマッピングした。さら

に、Maestro11.5 ソフトウェアで作成された上記構造を用いて、タンパク質の溶媒接触表面

積の計算を BIOVIA 社の Discovery Studio ソフトウェアを用いて行った。Discovery Studio ソ

フトウェアでは、静電ポテンシャル表面を、溶質の誘電率を 1、溶媒の誘電率を 80、イオ

ン強度を 0.01 M と 0.5 M に設定して、pH 5, 7 における±1 kT/e の等電位面をタンパク質モ

デルの表面にマッピングした。 

 

シリンジ素材の表面ゼータ電位測定 

 シリンジの表面ゼータ電位は、流動電位と流動電流の測定値から決定される。流動電位
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と流動電流は、固体サンプルを含む測定セルを通して電解質溶液をポンプで送ることによ

って発生する。表面ゼータ電位ζは、ヘルムホルツ-スモルコフスキー方程式（式 8）を使

用して計算される。 

ζ =
𝑑𝑈

𝑑𝑝
×

𝜂

𝜀×𝜀0
× 𝜅 （式 8） 

ここで、𝑈, 𝑝, η, ε, 𝜀0, および κはそれぞれ、流動電圧、サンプル全体の圧力差、粘度、

電解質溶液の誘電率、真空誘電率、および電解質伝導率を表す。シリンジの表面ゼータ電

位測定には AntonPaar 社のシリンダーセルを装填した SurPASSTM 3 を用いた。NaOH および

HCl をもちいて、それぞれ pH 12 と pH 2 に調製した 10 mM リン酸バッファーを用意し、

これらを目的の pH に滴定後、シリンジバレル内を 2 回リンスした。測定は 1 条件につき 5

回行い、中央値 3 点の平均値をデータ点とした。pH 10 から pH 3 まで pH を滴定していき、

pH 1 ごとにゼータ電位測定を行った。GLS と COP とのゼータ電位の値における統計解析

では、ウェルチの t 検定を行った。 

 

シリンジ表面の接触角測定 

シリンジ内表面の水滴の接触角を測定するため、GLS または COP シリンジを細かく砕

き、測定に用いた。シリンジの小片は超アルカリイオン水（e-WASH, E PLAN Co. Ltd.）で

一晩浸潤することで洗浄した。洗浄後のシリンジ小片は自然乾燥した。表面接触角測定に

は協和界面科学株式会社の Drop Master DM-501 を用い、2 µL の超純水の接触角を測定し

た。接触角は、測定後に曲率補正を実行することで決定され、3 回の測定値より平均値を算

出した。GLS と COP との接触角の値における統計解析では、ウェルチの t 検定を行った。 

 

高速液中原子間力顕微鏡（High speed-atomic force microscopy, HS-AFM）による、タンパ

ク質の吸着動態の観察 

COP および GLS へのタンパク質の吸着動態の HS-AFM 観察には Nanoexplorer（株式会

社生体分子計測研究所）を使用した。HS-AFM 観察にはタッピングモードを使用した。HS-
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AFM 観察のため、COP および GLS のシートを 1.5×1.5 mm2の大きさに砕き、ガラスの円

柱サンプル台（φ：1.5 mm）に取り付けた。タンパク質は 10 mM リン酸バッファー（pH 5

および 7）に 0.01 mg/mL に調製した。HS-AFM の観察セルはシリンジポンプに接続されて

おり、リン酸バッファーまたはタンパク質溶液は一定流速でサンプルセルにロードした。

HS-AFM 観察では最初に、120 μL の観察用セルに、ローディング速度 60 μL/min で 10 mM

リン酸ナトリウム緩衝液を流し、COP または GLS 表面を観察した。次に、10 mM リン酸

ナトリウム緩衝液中に溶解した 0.01 mg/mL のタンパク質溶液を観察用セルにロードした。

mAb の観察では、mAb 分子がすべての基板表面を覆った後、バッファーを 3 時間再度ロー

ドした。表面を緩衝液で 3 時間洗浄した後、カンチレバーを COP または GLS の表面の分

子に近づけ、層を形成する mAb 分子を除去して表面を露出させた後、形成された溝の深さ

を測定することで mAb 層の高さを決定した。mAb 分子の配向は、Igor ソフトウェア（株式

会社ヒューリンクス）を使用して決定した。mAb 分子で覆われた表面の面積は、Image J

（National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA）を使用して測定した。測定は各条件 3 回

ずつ行い、結果にはそのうちの 1 回分を示した。 

 

GLS および COP シリンジ中で発生したサブミクロンおよびミクロン凝集体の定量 

1 mg/mL に調製された mAb (pH 7, PS80+/-)および CTLA4-Ig（pH 5, P188+/-）を GLS およ

び COP シリンジ 3 本ずつに充填し、ヘッドスペース（気泡）が 5 mm になるようにプラン

ジャーヘッドを取り付けた。ローテーターは、Biosan 株式会社の Multi Bio RS-24 を使用し

た。室温下で、18 rpm の回転速度で 5,000 回転させた（回転時間は約 4 h 38 min）。回転後、

GLS シリンジには太さ 27 ゲージ、長さ１インチの注射針を取り付けその先端から、COP シ

リンジは据え付け注射針の先から、プランジャーを押すことでタンパク質溶液を排出し、

試料を回収した。回収した試料の可溶性凝集体の定量はサイズ排除クロマトグラフィー

（Size Exclusion Chromatography, SEC）で、タンパク質凝集体を含む、ミクロンサイズの凝

集体の定量をフローイメージング法（Flow Imaging, FI）で行った。 
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SEC では、サンプル溶液は 5°C, 15,000 rpm で 30 分間遠心分離し、上清 20 µL を Waters

株式会社の ACQUITY ultra-high performance liquid chromatography (UPLC) システムに供し

た。カラムは東ソー株式会社の TSK gel UP-SW3000 column を使用した。200 mM KCl を含

む 133 mM リン酸緩衝生理食塩水を移動相として、0.5 mL/min の流速でアイソクティック

溶出を行った。検出は紫外検出器を用い、検出波長は 280 nm とした。各サンプルにつき注

入は 3 回行い、モノマーおよびオリゴマーの面積%を算出し、平均値を使用した。 

ミクロンサイズの粒子は、横河ソリューションサービス株式会社の、モノクロ電荷結合

デバイス（CCD）またはカラーCCD を備えた FlowCam8100TMを使用して測定した。0.15 mL

のサンプル溶液を、0.05 mL/min の流速で流した際にカメラで検出される粒子の量を分析し

た。データ分析には Visual-Spreadsheet ソフトウェア（Fluid Imaging Technologies）を使用し、

サイズが 2 µm より大きく、真円度が 0.95 未満のタンパク質凝集体の量を測定値とした。 

SEC とフローカムの結果について、同じ溶液条件における GLS と COP 中での凝集体量

の統計解析では、ウェルチの t 検定を行った。 
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第3節 結果 

タンパク質の溶液中での安定性 

 mAb および CTLA4-Ig の、pH5 および 7 の 10 mM リン酸バッファー中での構造安定性お

よびコロイド安定性を測定した。Tm 値は溶液中のタンパク質の構造安定性の指標であり、

第二ビリアル係数 B22はコロイド安定性の指標である。各条件におけるmAbおよびCTLA4-

Ig の BCM プロットおよびデバイプロットは図 6 に示した。表 2 に、図 6 の各プロットよ

り算出された pH 5 および 7 の 10 mM リン酸ナトリウム緩衝液中の mAb および CTLA4-Ig

の Tm1、Tm2、および B22の値を示した。mAb については、図 7 に、0 mM NaCl 条件に加え、

50 mM または 500 mM の NaCl が添加された場合のデバイプロット、表 3 には図 7 の各プ

ロットより算出された、0, 50, および 500 mM NaCl を含む 10 mM リン酸バッファー中（pH 

5, 7）における mAb の B22の値を示した。 

mAb、CTLA4-Ig のどちらも、Tmの値が pH 5 より 7 で有意に高かったことから、タンパ

ク質の構造安定性は pH 5 よりも pH 7 の方が高いと言える。一方、コロイド安定性につい

ては、mAb は pH 5 において正の値、pH 7 において負の値を示し、CTLA4-Ig は逆に pH 5

において正の値、pH 7 において正の値を示した。このことから、mAb は pH 5 において、

CTLA4-Ig は pH 7 においてより高いコロイド安定性をもつことが示唆された。mAb は pH 

5 では塩濃度上昇につれ B22の値が減少し、正から負へ変化したが、pH 7 ではどの NaCl 濃

度においても B22の値は負を示した。 
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図 6: (a) mAb と CTLA4-Ig の pH 5, 7 における DSF 測定の BCM プロット。青、オレンジ、

灰はそれぞれ 1, 2, 3 回の測定回のプロットで、黄緑破線は Tm1, 濃緑破線は Tm2を表す。(b) 

mAb と CTLA4-Ig の pH 5, 7 における SLS 測定のデバイプロット。 
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表 2: mAb と CTLA4-Ig の Tm1, Tm2, and B22の値 

Protein pH T
m1 

(°C) T
m2 

(°C) B
22 

(mol*ml/g2) 

mAb 
5 68.26±0.23 - 3.54×10-4 

7 69.57±0.48 82.85±0.16 -4.96×10-5 

CTLA4-Ig 
5 42.58±0.23 81.99±0.29 -3.05×10-4 

7 51.97±0.17 81.07±0.09 2.18×10-4 

 

 

図 7: 0, 50, 500 mM NaCl を含む、(a) pH 5 および (b) pH 7 の 10 mM リン酸バッファー中で

の mAb のデバイプロット。N0: 0 mM NaCl, N50: 50 mM NaCl, N500: 500 mM NaCl。 

 

表 3: 0, 50, および 500 mM NaCl を含む 10 mM リン酸バッファー中（pH 5, 7）における mAb

の B22の値。 

B22 (mol*ml/g2) pH 5 pH 7 

N0 3.54×10-4 -4.96×10-5 

N50 8.62×10-5 -2.99×10-5 

N500 -2.16×10-5 -5.93×10-5 
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タンパク質およびシリンジ表面の溶媒中における電気的特性 

 タンパク質およびシリンジ表面の 10 mM リン酸バッファーにおける表面ゼータ電位の

pH 依存性をプロットした（図 8）。GLS および COP シリンジの表面ゼータ電位は、pH3~10

にかけてすべての pH で負の値を示し、酸性から塩基性になるにしたがって負の値は大き

くなった。一方、タンパク質の表面ゼータ電位は酸性から塩基性になるにつれて正から負

の値に減少し、mAb、CTLA4-Ig の等電点がそれぞれ、pH 7.4、pH 5.1 と観測された。 

 

 

図 8: タンパク質およびシリンジ表面の 10 mM リン酸バッファー中における表面ゼータ電

位の pH 依存性。*: p < 0.05。 

 

タンパク質およびシリンジ表面の疎水度 

 水の GLS 表面における接触角の分布を図 9 に示した。シリンジ中央部とシリンジ先端部

とでは、接触角に有意差がなかったため、GLS と COP の接触角の比較ではシリンジ中央部

で測定した接触角を用いた。シリンジ表面の疎水度の評価は、水滴の接触角により評価し

た。GLS 表面の接触角は非常に小さく、8.5±0.8°であり、親水性表面と分類した。一方、

COP の接触角は 94.8±1.3°であり、疎水性表面と分類した。 
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図 9: ガラスシリンジの中央部および先端部における水の接触角。 

 

 mAb および CTLA4-Ig それぞれの pH 5 および pH 7 における電位マップおよび疎水表面

は図 10 に示した。さらに、タンパク質の予測立体構造から計算された、タンパク質分子表

面への溶媒接触可能面積 (Total solvent accessible area, TSA) および、正電荷をもつ残基、負

電荷をもつ残基、疎水性残基、それぞれの溶媒接触可能領域（Residue solvent accessible area, 

RSA）を表 4 に示した。pH 5 において、mAb は正電位面が張り出しているが、pH 7 ではそ

の電位面が縮小した（図 10 (a)）。これは、ゼータ電位測定によって観測された mAb の等電

点が pH 7.4 であったことと一致する結果である。CTLA4-Ig は pH 5 において CTLA4 の領

域に負の電位が分布しているが、その負の電位面は pH 7 でより大きくなった（図 10 (a)）。

この結果も、ゼータ電位測定の結果と一致した。タンパク質分子の疎水表面の面積は、ど

ちらのタンパク質でも pH 5 と 7 で、タンパク質の疎水性には pH 依存性はなかった（図 10 

(b)）。イオン強度が 0.01 M の場合と 0.5 M の場合とを比較すると、pH 5 でも 7 でも、mAb

表面に張り出している正電位面は 0.5 M において 0.01 M よりも縮小した（図 10 (c, d)）。 
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図 10: mAb（PDB: 1HZH）と CTLA4-Ig（PDB: 3OSK, 5JII）の pH 5 と 7 における、溶媒の

誘電率 80 の条件での±4 kT/e 等電位面 (a) および疎水/親水表面 (b) マップ。mAb の pH 5 
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(c)と pH 7 (d)における、溶媒のイオン強度が 0.01 M と 0.5 M の条件での±1 kT/e の等電位

面の比較。 

(a) 青: 正電位面、赤: 負電位面、灰: 疎水表面。(b) 白: 親水性部分、黒: 疎水性部分。 

 

表 4: タンパク質分子表面の溶媒接触可能面積 (Å2)  

 mAb CTLA4-Ig 

 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 

TSA*1 66,712 66,715 37,950 37,865 

Positively charged RSA*2 47,062 14,159 25,200 7,417 

Negatively charged RSA*2 9,108 42,014 5,949 23,580 

Hydrophobic RSA*2  10,542 10,542 6,801 6,868 

*1 TSA, Total solvent accessible area; *2 RSA, Residue solvent accessible area 

 

シリンジからのタンパク質剥離量の SDS 濃度依存性 

最初に、吸着したタンパク質を剥離する際の界面活性剤の濃度依存性を検証した。1.0 

mg/mL のタンパク質を充填、保管し、シリンジを洗浄した後に残存しているタンパク質を

1, 5, 7.5 および 10 %のドデシル硫酸ナトリウムによって剥離されたサンプルを、逆相クロ

マトグラフィーに供した際のピーク面積を比較した（図 11）。COP シリンジから剥離され

る mAb 量は、1 %より 5 %の SDS を用いた場合の方が多く、mAb ではそれ以上の SDS 濃

度で剥離されるタンパク質量に差がなかった。さらに、GLS シリンジから剥離される mAb

量は、1 %より 7.5 %の SDS を用いた場合の方が多かった。一方、COP シリンジから剥離さ

れる CTLA4-Ig 量は、1 %SDS より 5 %SDS を用いた場合の方が多かった。7.5 %SDS で剥

離される CTLA4-Ig 量は、5 %SDS で剥離された量よりも少なかったが、10 %SDS で剥離さ

れた量とは差がなかった。GLS シリンジから剥離される CTLA4-Ig 量は、1 %SDS と

7.5 %SDS とでは差がなかった。 

以上より、COP シリンジからタンパク質を剥離するのには 5 %以上の SDS 濃度が必要で
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あり、また、GLSシリンジから剥離されるmAb量についても7.5 %SDSを用いた方が1 %SDS

を用いた場合よりも多かったことから、以降の実験においてタンパク質剥離のための SDS

濃度は 7.5 %と設定した。 

 

図 11: シリンジから剥離された(a) mAb および(b) CTLA4-Ig の UV210 nm のピーク面積比

較。* p < 0.01, ** p < 0.05。 

 

 COP シリンジへのタンパク質吸着量の濃度依存性と Langmuir 解析 

 COP シリンジへの mAb および CTLA4-Ig の吸着量の濃度依存性を測定した（図 12 (a, 

b)）。吸着量の濃度依存性の統計検定は、吸着量が増加したか否かを分析するため、片側検

定を行った。mAb, CTLA4-Ig のどちらについても、バルクタンパク質濃度が 0.25 から 1.0 

mg/mL に上昇するにつれタンパク質吸着量は増加、または増加傾向を示した。1.0 mg/mL と

1.5 mg/mL とでは吸着量に差がなく、吸着量は飽和点に達したと言える。よって、以降の実

験では、mAb, CTLA4-Ig のバルク濃度は 1.0 mg/mL として吸着量の分析を行った。 

mAb の吸着データについて、式 3-1 の Langmuir 解析を適用したフィッティング結果を図

12 (c)に示した。その結果、Qmaxおよび Keqがそれぞれ 2.6×10-8, 5.0×105となり、実測値の

プロットとモデルとの RMSE が 1.5×10-9 となった。mAb については不可逆の吸着層があ

ると仮定した式 3-2 にて、不可逆層の吸着量 Z が 1.1×10-8 mol/m2の場合のフィッティング

を行った。その結果、Qmaxおよび Keqがそれぞれ 1.5×10-8, 2.7×105となり、実測値のプロ

ットとモデルとの RMSE が 9.7×10-10となった（図 12 (d)）。 
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CTLA4-Ig の吸着データについて、式 3-1 の Langmuir 解析を適用したフィッティング結

果を図 12 (e)に示した。Qmaxおよび Keqがそれぞれ 2.4×10-8, 4.3×105となり、実測値のプロ

ットとモデルとの RMSE は 8.5×10-10となった。 

 

 

図 12: (a) mAb と(b) CTLA4-Ig の吸着量における、タンパク質濃度依存性。*p < 0.05, **p < 

0.1。mAb の吸着データに式 3-1 を適用した場合(c)と式 3-2 を適用した場合(d), および

CTLA4-Ig の吸着データに式 3-1 を適用した場合(e) のフィッティング結果。 
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タンパク質吸着量の pH および塩濃度依存性 

 タンパク質の固液界面吸着への影響を考察するため、ホウケイ酸ガラスシリンジ（GLS）

およびシクロオレフィンポリマーシリンジ（COP）におけるモノクローナル抗体アダリム

マブ（mAb）および遺伝子組換え融合タンパク質アバタセプト（CTLA4-Ig）の pH 依存性

と塩濃度依存性を調べた。mAb と CTLA4-Ig それぞれの吸着量の pH 依存性は図 13 (a), (b)

に、pH 5 と 7 における mAb と CTLA4-Ig それぞれの吸着量の塩濃度依存性は図 13 (c), (d)

に示した。 

まずタンパク質吸着量の pH 依存性について、mAb の吸着量は GLS, COP どちらにおい

ても pH 7 で最大で、酸性または塩基性条件では吸着量は減少した（図 13 (a)）。一方、CTLA4-

Ig の吸着量は GLS, COP どちらにおいても pH 4 から 5 にかけて増加し pH 5 で最大となっ

たが、それ以上の pH 条件下では吸着量が減少した（図 13 (b)）。GLS と COP との吸着量を

比較すると、mAb では pH 7 以下の条件で、CTLA4-Ig では pH 5 以下の条件で、COP より

も GLS への方がタンパク質の吸着量が多かったが、mAb では pH 8 より塩基性の条件で、

CTLA4-Ig では pH 6 以上の条件で、GLS よりも COP への方がタンパク質の吸着量が多く

なった。 

 次にタンパク質吸着量の塩濃度依存性について、mAb の吸着量は、pH 5 において、塩濃

度の上昇につれ COP では増加したが、GLS では N0 と N50 とでは吸着量に差がなく、N500

でのみ増加した（図 13 (c)）。一方、pH 7 においては、COP では N0 から N50 に上がると吸

着量は増加したが、N50 から N500 へ塩濃度を上げても吸着量に変化はなかった。一方 pH 

7 において、GLS では N0 から N50 に塩濃度を上げても吸着量は変化しなかったが、N50

から N500 へ塩濃度を上げると吸着量は減少した。CTLA4-Ig の吸着量は、pH 5 においては

COP, GLS どちらのシリンジでも、溶媒の塩濃度の上昇につれ吸着量が減少したが、pH 7 で

は、COP への吸着量は N0 と N500 で比較した場合のみ増加していたが、GLS への吸着量

の塩濃度上昇によっては変化がなかった（図 13 (d)）。 
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図 13: (a) mAb の GLS/COP への吸着量の pH 依存性。(b) CTLA4-Ig の GLS/COP への吸着量

の pH 依存性。(c) mAb の GLS/COP への吸着量の塩濃度依存性。(d) CTLA4-Ig の GLS/COP

への吸着量の塩濃度依存性。(c, d) N0, N50, N500 はそれぞれ、溶液中の NaCl 濃度が 0, 50, 

および 500 mM であることを示す。*: p < 0.05, **: p < 0.1。 
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高速液中原子間力顕微鏡（High speed-atomic force microscopy, HS-AFM）による、タンパ

ク質の吸着動態の観察 

 pH 5 および 7 の 10 mM リン酸バッファー中での、mAb および CTLA4-Ig の表面への吸

着のリアルタイム観察を HS-AFM を用いて行った。HS-AFM 観察では、吸着した分子の配

向性、吸着層形成、および吸着動態を分析した。mAb および CTLA4-Ig の GLS および COP

への吸着における pH 依存性の結果より、表面間で吸着量の差が顕著であった mAb につい

ては GLS および COP 表面への吸着を pH 5 および 7 で、表面間で吸着量（吸着層数）の差

があまり見られなかった CTLA4-Ig については GLS 表面への吸着を観察した。 

 mAb の pH 5 および 7 の溶液中における COP および GLS 表面への吸着動態を図 14 に示

した。pH 5 では、mAb が COP 表面全体を覆いつくすまでに 11 分 47 秒かかった（図 14 

(a)）。吸着した mAb 分子の大半は Flat-on 配向であった。pH 7 では、mAb が COP 表面全体

を覆いつくすまでに 18 分 12 秒かかった（図 14 (b)）。表面に吸着した mAb 分子のほとん

どは Flat-on 配向であった。また、pH 5 では、観察範囲全体にまばらに吸着していく様子が

観察されたが、pH 7 では、後から観察範囲内に流れてきた別の mAb 分子は、すでに表面に

吸着されている分子に近づいていく挙動をした。吸着層の厚みは、pH 5、pH 7 のどちらに

おいても 3~5 nm であった（図 15 (a, b)）。 

 GLS 表面上への吸着動態は、図 14 (c, d)に示した。pH 5 では、観察範囲全体に mAb がま

ばらに吸着していく様子が観察されたが、pH 7 では、表面への吸着と、表面へすでに吸着

した mAb への別の mAb の結合が明らかに同時に発生することが観察された。GLS 表面で

も、最終的には、pH 5, 7 どちらの条件においても、mAb 分子の均一な層の形成が確認され、

観察範囲全体が mAb 層で覆われる時間はそれぞれ、12 分 39 秒、29 分 19 秒であった。吸

着層の厚みは、pH 5、pH 7 のどちらにおいても 3~5 nm であった（図 15 (c, d)）。 

COP および GLS 表面に吸着した mAb 分子は、pH 5, 7 のどちらにおいても、2~2.5 nm の

高さをもつ Fab ドメインと 3 nm の高さを持つ Fc ドメインから成る、典型的な Y 字型構造

を維持しており、これは吸着時に大きな構造変形は発生しなかったことを意味する（図 16）。 
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タンパク質サンプルを送液中での吸着動態の観察を行った後、タンパク質を含まないバ

ッファーを送液することで、吸着したタンパク質層の剥離が起こるか、または吸着層の厚

みが変化するかを観察した（図 17）。しかしながら、3 時間のバッファー送液中に COP お

よび GLS 表面上に形成したタンパク質層が剥離していく様子は観察されなかった。カンチ

レバーを観察基板までごく至近距離まで近づけることで、バッファー送液後に残っている

タンパク質層を物理的に除去し、タンパク質層を除去することで露出した基板表面とタン

パク質層の高さの差を測定した（図 18）。その結果、pH 5 では、COP 表面上に 2.5~3 nm の

タンパク質層が残っており、これは、mAb 分子がフラットオン配向で１分子吸着した際の

高さ（図 16）と等しく、タンパク質層 1 層分が残っていたと結論づけられる。一方、pH 7

では、COP 表面には 4~5 nm の mAb 層が残っており、これは mAb 分子がフラットオン配

向で 2 分子吸着した高さと等しく、タンパク質層 2 層分が残っていたと結論づけられる。

同様に、GLS の表面上には、pH 5, 7 どちらの条件においても、バッファー洗浄後でもタン

パク質層が 4~5 nm 分残っており、タンパク質層 2 層分がバッファー洗浄後にも残ってい

たと結論づけられる。 

CTLA4-Ig の pH 5 および 7 の溶液中における GLS 表面への吸着動態は図 19 に示した。

pH 5において CTLA4-Igは、pH 7におけるmAbと同様のGLS 表面への吸着挙動を示した。

具体的には、後から観察範囲内に流れてきた別の CTLA4-Ig 分子は、すでに表面に吸着さ

れている分子に近づいていく挙動をし、27 分 11 秒で観察範囲全体が CTLA4-Ig で覆われた

（図 19 (a)）。しかし、pH 7 では、CTLA4-Ig は観察時間内にすべての GLS 表面を覆いつく

すことはなかった（図 19 (b)）。形成された CTLA4-Ig 層の高さは pH 5 で約 3 nm だったが、

pH 7 では約 1~3 nm であった（図 20）。 
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図 14: モノクローナル抗体アダリムマブ（mAb）の (a) pH 5 における COP への吸着、(b) 

pH 7 における COP への吸着、(c) pH 5 における GLS への吸着、および (d) pH 7 における

GLS への吸着を観察した HS-AFM 画像。(a~d) スケールバー: 100 nm。各条件において、1 

min に示された白丸は最初に表面上に吸着した分子を表す。 
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図 15: (a) pH 5 における COP 表面、(b) pH 7 における COP 表面、(c) pH 5 における GLS 表

面、および (d) pH 7 における GLS 表面に mAb 分子が均一なタンパク質層を形成する直前

のタンパク質層の厚みの測定結果。(a~d) スケールバー: 100 nm。 
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図 16: (a) pH 5 における COP、(b) pH 7 における COP、(c) pH 5 における GLS、および(d) pH 

7 における GLS 表面へフラットオン配向で吸着した mAb 分子の高さの測定結果。 
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図 17: mAb タンパク質層形成後に (a) COP 表面に pH 5 の 10 mM リン酸バッファーを、(b) 

COP 表面に pH 7 の 10 mM リン酸バッファーを、(c) GLS 表面に pH 5 の 10 mM リン酸バッ

ファーを、(d) GLS 表面に pH 7 の 10 mM リン酸バッファーを送液した際の mAb 層の変化

を観察した結果。(a~d) スケールバー: 100 nm。  
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図 18: (a) COP 表面を pH 5 の 10 mM リン酸バッファーで、(b) COP 表面を pH 7 の 10 mM

リン酸バッファーで、(c) GLS 表面を pH 5 の 10 mM リン酸バッファーで、(d) GLS 表面を

pH 7 の 10 mM リン酸バッファーで洗浄した後に残った mAb 層の厚みの測定結果。(a~d) 

スケールバー: 200 nm。  
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図 19: CTLA4-Ig の (a) pH 5 における GLS への吸着、および (b) pH 7 における GLS への吸

着の様子。(a, b) スケールバー: 100 nm。各条件において、1 min に示された白丸は最初に表

面上に吸着した分子を表す。 
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図 20: (a) pH 5 における GLS 表面、および(b) pH 7 における GLS 表面に CTLA4-Ig 分子が

均一なタンパク質層を形成する直前のタンパク質層の厚みの測定結果。 
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タンパク質のシリンジバレルへの吸着および凝集体発生に対する、界面活性剤の効果 

 以上の項目では、タンパク質の GLS および COP シリンジバレルへの吸着について検証

した。次に、タンパク質のシリンジバレルへの吸着、さらには凝集体抑制に対する、界面

活性剤の効果を検証した。mAb に対してはポリソルベート 80（PS80）、CTLA4-Ig に対して

はポロキサマー188（P188）を用い、静置で保管された際の吸着量（図 21）と回転ストレス

におかれた際のタンパク質凝集体量の発生量（図 22, 表 5）を、界面活性剤の添加がない場

合と比較し、界面活性剤のタンパク質吸着に対する効果を検証した。 

 まず、mAb と CTLA4-Ig のシリンジへの吸着（図 21）に対しては、どちらのタンパク質

に対しても界面活性剤は吸着抑制に効果的に働き、界面活性剤を添加しなかった場合

（PS80-および P188-）と比較して、界面活性剤を添加した場合（PS80+および P188+）の方

がタンパク質の吸着量が有意に減少した。吸着量低減の効果は、どちらのタンパク質にお

いても、GLS に対してよりも COP に対して高く、PS80+および P188+においては、COP か

ら SDS で剥離されるタンパク質量が検出限界を下回っていた。 

 タンパク質凝集の防止に対する界面活性剤の効果を分析するため、0.1 % PS80 を pH 7 の

1 mg/mL mAb 溶液に添加したところ、PS80 はミクロンサイズの粒子を GLS, COP どちらの

シリンジにおいても増加させた（図 22 (a)）。FI で取得された画像は、PS80-では繊維状、

PS80+では小さな球形の粒子が多かった（図 22 (c, e)）。SEC で測定された mAb の可溶性凝

集体は、PS80-と PS80+とでは変化がなかった（表 5 (a)）。 

同様にして、0.1% P188 を pH 5 の 1 mg/mL CTLA4-Ig 溶液に添加したところ、P188 はミ

クロンサイズのタンパク質凝集体の形成を有意に減少させた（図 22 (b)）。FI で検出された

粒子のサイズや形状も P188-と P188+では明らかに異なっており、P188-では発生した繊維

状の大きなミクロンサイズの粒子が、P188+ではほとんど発生せず、数ミクロンの球形の気

泡が発生するにとどまった（図 22 (d, f)）。ミクロン粒子発生の抑制効果は GLS シリンジと

比較して COP シリンジでより顕著であった（図 22 (b, d, f)）。一方、可溶性凝集体は、COP

シリンジと GLS シリンジの両方に P188 を添加することで増加した（表 5 (b)）。回転ストレ
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ス前後（Control との差）において、オリゴマーが増えた割合が、COP シリンジでは P188-

の場合 14.6 %であったのに対し P188+の場合 12.7 %でオリゴマー形成を抑制していたのに

対し、GLS では P188-の場合 9.2 %であったのに対し P188+の場合 11.4 %とオリゴマー形成

が促進された。 

 

 

図 21: (a) mAb に PS80 を添加した場合（PS80+）としなかった場合（PS80-）のシリンジへ

の吸着量。(b) CTLA4-Ig に P188 を添加した場合（P188+）としなかった場合（P188-）のシ

リンジへの吸着量。 
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図 22: 18 rpm の回転ストレス条件において、(a) mAb に PS80 を添加した場合（PS80+）と

しなかった場合（PS80-）のシリンジ中で発生したミクロンサイズの粒子量、(b) CTLA4-Ig

にポロキサマー188 を添加した場合（P188+）としなかった場合（P188-）のシリンジ中で発

生したミクロンサイズの粒子量。(c) mAb に PS80 を添加した場合（PS80+）としなかった

場合（PS80-）の COP シリンジ中で発生したミクロンサイズの粒子の例、(d) CTLA4-Ig に

P188 を添加した場合（P188+）としなかった場合（P188-）の COP シリンジ中で発生したミ

クロンサイズの粒子の例。(e) mAbに PS80を添加した場合（PS80+）としなかった場合（PS80-）

の、GLS シリンジ中で発生したミクロンサイズの粒子の例。(d) CTLA4-Ig に P188 を添加し

た場合（P188+）としなかった場合（P188-）の、GLS シリンジ中で発生したミクロンサイ

ズの粒子の例。(g) mAb, pH 7, 18 rpm ストレスで発生した凝集体のサイズ分布。* p < 0.01, 

** p < 0.05。 

 

 

  



58 

 

表 5: 図 14 におけるモノマーとオリゴマーの割合と、コントロールの可溶性分から計算し

た保管およびストレス後の可溶性分の割合。 

(a) mAb, pH 7, 18 rpm rotation 

Conditions Syringe Soluble fraction Monomer (%) Oligomer (%) 

PS80- 

Control 100.0 ± 0.0   99.7 ± 0.0 0.3 ± 0.0 

COP 99.8 ± 0.0  99.7 ± 0.1 0.3 ± 0.0 

GLS 99.7 ± 0.0  99.7 ± 0.0 0.3 ± 0.0 

PS80+ 

Control 100.0 ± 0.0  99.6 ± 0.4 0.4 ± 0.1 

COP 100.3 ± 0.0  99.6 ± 0.3 0.4 ± 0.1 

GLS 101.9 ± 0.0  99.7 ± 0.4 0.3 ± 0.0 

(b) CTLA4-Ig, pH 5, 18 rpm rotation 

Conditions Syringe Soluble fraction Monomer (%) Oligomer (%) 

P188- 

Control 100.0 ± 0.0  93.6 ± 0.0 6.4 ± 0.0 

COP 99.6 ± 0.0 79.0 ± 0.1 21.0 ± 0.1 

GLS 99.8 ± 0.0 84.4 ± 0.5 15.6 ± 0.1 

P188+ 

Control 100.0 ± 0.0 86.9 ± 0.6 13.1 ± 0.1 

COP 101.1 ± 0.0 74.2 ± 0.0 25.8 ± 0.0 

GLS 101.1 ± 0.0 75.5 ± 0.1 24.5 ± 0.1 
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第4節 考察 

タンパク質およびシリンジ表面の溶媒中における電気的特性 

 図 8 において、mAb、CTLA4-Ig の等電点はそれぞれ、pH 7.4、pH 5.1 と観測された。

タンパク質のアミノ酸配列より Sednterp ソフトウェアを用いて各タンパク質の等電点を推

定すると、mAb は pH 8.4、CTLA4-Ig は pH 5.9 と算出されたが、実際に観測された等電点

はどちらも計算値よりも酸性側となっていた。この理由としては、緩衝液中に存在する塩

化物イオンがタンパク質表面に結合することで、特に酸性条件下においてタンパク質の持

つ正電荷が遮蔽され、より酸性側でタンパク質の持つ電荷が消失したと考えられる 91–93。 

 

HS-AFM によるタンパク質の吸着動態観察と UPLC との吸着量との比較 

 吸着量の定量に際して mAb のシリンジ表面への吸着は pH 7 よりも pH 5 の方が多いであ

ろうと予測していた。なぜなら、シリンジ表面のもつ電位は、pH 7 よりも pH 5 でより正に

大きかったからであり（図 8）、吸着は静電相互作用が原因であると結論付けている方向が

多かったためである 55,94,95。実際、HS-AFM による吸着動態の観察においては、pH 7 より

も pH 5 において、mAb がより速く吸着していくことが確認できた。一方、CTLA4-Ig では、

pH 5 においては表面へ吸着していく様子が観察されたのに対して、pH 7 では完全にはタン

パク質の吸着層が形成されなかった。CTLA4-Igは pH 5でわずかな正電荷を帯びているが、

pH 7 では負電荷を帯びている。これらのことは、タンパク質と表面との間に、実際に静電

的な引力または斥力（静電相互作用）があることを示している 55,96。 

 しかし、mAb の吸着では最終的に、pH 5 と 7 において同じ厚みの吸着層が形成されてお

り、バッファーを流した後でも、明らかな吸着層の脱離は観察されず、1 層または 2 層分

の吸着層が残存した（図 18）。HS-AFM の観察において mAb の分子サイズが 10 nm×13 nm

であったことから計算すると、吸着層 1 層の mAb の密度は 1.9 mg/m2と計算される。した

がって、UPLC で定量された mAb の吸着層（図 13）は、COP で、pH 5 において 1 層分、

pH 7 において 2 層分あり、GLS ではどちらの pH でも少なくとも 2 層分の厚みがあると推
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定される。この層数は、HS-AFM で mAb 層形成後にバッファー洗浄を行った後に残存して

いた mAb 層の数と一致していた（図 18）。以上のことから、タンパク質の PFS 表面への吸

着は、PFS バレルとタンパク質との相互作用（1 層目の形成）のみならず、PFS バレルに吸

着したタンパク質へさらに吸着するタンパク質層（2 層目以上の形成）があることが示さ

れた。このことは、丸野らのシリコンオイルフリーシリンジへの吸着が、COP シリンジで

は 1 層分、ガラスシリンジでは 2 層分となった先行研究における結果を支持している 24。

また、タンパク質の吸着が単層のみならず多層を形成する可能性があることは、ほかの研

究グループからも報告されている 97,98。 

 

タンパク質および PFS 表面の物理化学特性と吸着量との関係性 

 PFS 表面の電気的な特性について、表面ゼータ電位の pH 依存性は COP と GLS では同じ

傾向を示した。このことから、COP と GLS は同様の電気的特性を持つことを意味する。吸

着量測定には、COP および GLS シリンジに対して、同じタンパク質サンプルを使用したた

め、タンパク質と COP の間の静電相互作用の程度は、タンパク質と GLS の間の静電相互

作用の程度と同じであると考えられる。しかし、COP に吸着したタンパク質の量は GLS へ

の吸着量とは異なっていた。したがって、静電相互作用以外の相互作用、すなわち疎水性

相互作用を考慮して、2つの表面間のタンパク質吸着レベルの違いを説明する必要がある。 

疎水性相互作用を説明するには、PFS 表面の接触角が役立つ。COP は GLS に比べ大きい

接触角をもつため、COP がより高い疎水性を持つことを示している。高塩濃度の条件下で

は、静電遮蔽効果により分子の表面電位は減少し、静電気力が低下するが、疎水面どうし

での相互作用が起こる 44,99,100。本研究においては、GLS シリンジへの pH 7 の mAb および

pH 5 の CTLA4-Ig の吸着量は、塩濃度上昇に伴い減少した（図 13 (c, d)）。この結果は、タ

ンパク質のわずかな正電荷が高塩濃度で遮蔽され、静電相互作用が減少したことを示す。

実際に、mAb の pH 5 において、溶媒のイオン強度を 0.01 M と 0.5 M として±1 kT/e 等電

位面をプロットすると、0.01 M の場合と比べて 0.5 M の場合に電位面は縮小した（図 10 
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(c)）。よって、構造計算の結果からも、塩濃度の上昇によってタンパク質の周囲の電位が遮

蔽されたことは明らかである。さらに、pH の上昇に伴うタンパク質の吸着量の減少は、COP

表面と比較して GLS 表面でより顕著であった（図 13 (a, b)）。mAb の pH 9 で、また CTLA4-

Ig の pH 7 以上で、GLS 表面と比較して、COP 表面に多くのタンパク質が吸着していたこ

とも、GLS とタンパク質のどちらもが負の電荷を帯び、静電気的な反発力が強く働き吸着

量が減少したと考えることができ、親水性 GLS 表面へのタンパク質吸着が主に静電相互作

用によって支配されているという考察を支持している 94。Attwood らの球状タンパク質の

吸着についての研究においても、帯電した親水性表面には非常に高い親和性で吸着するこ

とが示されている 96。 

 塩濃度の上昇に伴い、COP 表面に吸着した pH 5 および 7 の mAb、および pH 7 の CTLA4-

Ig の量が増加した（図 13 (c, d)）。一方、タンパク質がわずかにしか電荷を帯びていない pH 

7 の mAb と pH 5 の CTLA4-Ig は、COP への吸着量の塩濃度依存性が小さく、増加の程度

が小さかった。このことは、タンパク質と COP との間に働く疎水性相互作用の吸着への寄

与が強いためであると考えられる。タンパク質の疎水性領域が材料の疎水性表面に近づく

と、疎水性表面を取り巻く水分子の放出が起こる 101。その結果、疎水性の表面が互いに接

触し、系全体の自由エネルギーが低下する。疎水性相互作用は、分散相互作用とともに、

COP 表面へのタンパク質の吸着に大きく寄与すると考えられる 55,94。Höger らの研究にお

いても、疎水性のシリコンオイルが塗布されたバイアルへの IgG1 吸着が、IgG1 が正電荷

を帯びている酸性条件においては塩濃度の上昇に伴い増加したが、中性条件下では塩濃度

の依存性がほとんどなかったことが報告されており、その傾向は本研究で得られた結果と

一致しており、同様のメカニズムによる吸着が起こっていたと考えられる 55。以上のこと

から、疎水性の COP 表面へのタンパク質の吸着には疎水性相互作用が支配的となる可能性

が示された。 

 本研究における重要な発見は、タンパク質の吸着が疎水性相互作用によって媒介される

場合、静電引力によって媒介される場合と比較して、吸着するタンパク質の量は減少する
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ことである。これは、静電相互作用と比較して疎水性相互作用のエネルギーが小さいこと

から説明できる。ここで、2 種類の相互作用―静電相互作用と分散相互作用（疎水性相互作

用の原因）がタンパク質と材料の表面相互作用に作用すると仮定する。表 4 より、pH 5 に

おいてタンパク質表面の 70 %が正に帯電し、図 8 より PFS 表面は負に帯電している。電荷

どうしの相互作用の強さが距離に反比例する条件を想定すると、タンパク質と表面の間の

引力は分子が比較的離れている場合でも働く 102。分子間分散相互作用は水分子の放出を伴

い、系全体の総自由エネルギーを低下させるが、タンパク質表面の 15 ％のみが疎水性で

あるため、これらの相互作用はかなり弱い相互作用に相当する。ただし、COP へのタンパ

ク質吸着量は、pH 変化によって影響を受けること、また、pH 5 において CTLA4-Ig の吸着

量が高塩濃度下で減少したことは、COP への吸着においても、小さくはあるが確実に静電

相互作用の寄与があることには留意が必要である。 

 

COP シリンジへのタンパク質吸着量の濃度依存性と Langmuir 解析 

 COP シリンジへのタンパク質吸着量の濃度依存性の検証より、mAb、CTLA4-Ig どちら

のタンパク質においても、吸着量は 1 mg/mL で飽和点を迎えた（図 12 (a, b)）。 

mAb の吸着データについて、式 3-1 の Langmuir 解析を適用したフィッティング結果（図

12 (c)）では実測値のプロットとモデルとの RMSE が 1.5×10-9 となった。しかしながら、

実測値は、式 3-1 の特徴でもある、バルクタンパク質濃度がゼロに近づいた場合に吸着量

がゼロに近づく結果とはなっておらず、不可逆な吸着の存在が明確であったことから、mAb

の吸着データについては式 3-2 を適用した解析も行った（図 12 (d)）。その結果、実測値の

プロットとモデルとの RMSE が 9.7×10-10 となり、フィッティングが向上した。なお、タ

ンパク質吸着量は mAb バルク濃度が 0 mg/mL であれば 0 となるため、式 3-2 の適用は mAb

バルク濃度が 0 mg/mL 以外の範囲（希薄タンパク質溶液）であることに留意が必要である。

今回、タンパク質吸着量のタンパク質のバルク濃度依存性については、pH 7 で行ったため、

mAb では分子間引力傾向、CTLA4-Ig では分子間斥力傾向にある状態である（図 6 (b)）。よ
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って、CTLA4-Ig の吸着については、Langmuir モデルの適用条件を満たしているため式 3-1

でのフィッティングの精度が高かったが、mAb の吸着については、実際、溶質であるタン

パク質間に相互作用があるため、Langmuir モデルの適用条件 4) 吸着挙動を変えるための

表面上の溶質間の相互作用がない、を満たしておらず、式 3-1 におけるフィッティングの

精度が低かったのだと考えられる。以上の結果から、本研究におけるタンパク質の吸着量

には、タンパク質のおかれる溶媒条件に依って不可逆の吸着過程と可逆の吸着過程がある

ことが示唆される。Latour は、タンパク質の吸着は Langmuir 吸着プロセスのように見える

場合があるが、適用条件を直接検証できない限り、適用は避けるべきだと述べている 90。

よって、タンパク質吸着には可逆と不可逆の吸着過程があるものとして以降の解析を進め

ることとした。 

 

タンパク質のシリンジバレルへの吸着および凝集体発生に対する、界面活性剤の効果 

 COP シリンジへのタンパク質吸着に疎水性相互作用が大きな寄与を持つことは、界面活

性剤による吸着および凝集体量低減の効果からも支持される。PS80 および P188 による吸

着量低減効果は、GLS シリンジに対してよりも COP シリンジに対して大きく、COP シリ

ンジでは界面活性剤添加によりタンパク質の吸着が完全に防ぐことができた。非イオン性

の界面活性剤は、タンパク質、および気液/固液界面における疎水性相互作用を阻害するこ

とで、タンパク質吸着抑制に働く。このことから、COP では寄与の大きな疎水相互作用を

防ぐことによる吸着低減の効果が明らかであったといえ、逆に、界面活性剤により吸着が

完全には抑制されていない GLS シリンジへの吸着については、疎水性相互作用以外の別の

相互作用、つまり静電相互作用の影響で表面上に強く吸着するタンパク質があることを示

唆している 97。 

 凝集体低減の効果については、PS80 および P188 において異なる傾向がみられた。mAb

に対する PS80 の効果は、>10 µm などの、比較的サイズの大きな粒子の数を減少させた点

で、タンパク質凝集体の低減に寄与したと言えるが、粒子の数自体は増加した。凝集体の
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粒子径分布（図 22 (g)）より、≤10 µm の粒子が多数を占めていることと、粒子の形状（図

22）から、PS80+の条件で発生した粒子の多くは界面活性剤由来の泡である可能性が高いと

考えられる。 

CTLA4-Ig に対する P188 の効果はミクロンサイズの凝集体の低減に顕著に現れた。一方

で、オリゴマーなどの可溶性凝集体の発生は COP シリンジでは多少防ぐことができたが、

GLS シリンジにおいてはむしろ増加させた。可溶性凝集体の発生が、GLS よりも COP シ

リンジでより抑えられているということも、界面活性剤を用いた CTLA4-Ig 凝集体の低減

戦略が、GLS シリンジよりも COP シリンジに対してより有効であることを支持する。一方

で、界面活性剤の添加により、ミクロンサイズの凝集体は抑えられるが可溶性凝集体は抑

制しきれないという事実は、ほかの研究においてもみられる現象であり、そのメカニズム

については研究の余地がある 103。  
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第5節 小括 

 本章では、タンパク質のシリンジ表面における吸着層は、材料表面に吸着したタンパク

質の層およびその上に形成されるタンパク質の層からなる多層構造を形成することを示唆

した。PFS 表面とタンパク質との吸着には、PFS バレル素材のもつ物理化学的特性に大き

な影響を受けることがわかった。親水性表面であるホウケイ酸ガラス（GLS）へのタンパ

ク質の吸着は、静電相互作用により支配されており、疎水性表面であるシクロオレフィン

ポリマー（COP）へのタンパク質の吸着は、静電相互作用のみならず、疎水性相互作用の

寄与もあることが示唆された。実際、疎水性相互作用を低減する、界面活性剤の吸着およ

び凝集抑制に対する効果が、GLS シリンジよりも COP シリンジで大きいことが実証さ

れ、COP シリンジの使用は、医薬品開発において、より少ない添加剤組成での処方を達

成することにも役立つ可能性が考えられる。 

バレル表面の特性により吸着機構が異なるという事実は、タンパク質吸着抑制の手法を

立てるために非常に重要な知見である。より詳細な分析を通じて、これらの相互作用がど

の程度、タンパク質の吸着に寄与しているのかは明らかにされる必要がある。 
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第 3 章 mAb のポリマーシリンジへの吸着と吸着機構解析 

第1節 緒言 

 第 2 章では、親水性のホウケイ酸ガラスシリンジと疎水性のシクロオレフィンポリマー

（COP）製のプレフィルドシリンジ（PFS）を用いたタンパク質吸着の分析を行った。その

結果、親水性表面のガラスシリンジへの吸着には表面とタンパク質との静電相互作用の寄

与が支配的であり、一方、疎水性表面の COP シリンジへの吸着には静電相互作用の寄与に

加えて、表面とタンパク質との疎水性相互作用も寄与する可能性が示唆された。さらに、

表面への吸着にはタンパク質の表面への直接の吸着のみならず、シリンジ表面にすでに吸

着したタンパク質層へのタンパク質の吸着があることも示された。 

そこで、タンパク質の表面への吸着は、静電相互作用および疎水相互作用の寄与による

タンパク質の表面への直接の吸着、および表面に直接吸着したタンパク質と溶液中のタン

パク質との相互作用に起因する吸着の合計により決まる、という仮説のもと、タンパク質

の吸着モデルの構築を試みた。第 3 章では、COP を含む、今後医療用途でも実用可能性の

あるポリマー素材を材料としてプレフィルドシリンジ型に成形した PFS を用い、モノクロ

ーナル抗体アダリムマブ（mAb）の表面への吸着を分析し、詳細な吸着メカニズムの解明

に迫った。この目的のため、最初に、複数の PFS バレル素材の電気的特性および疎水度を

検証した。さらに、疎水度の違いに基づいて選出した 4 種類のシリンジについて、mAb の

吸着評価を行った。最後に、mAb のポリマーシリンジへの吸着に関わる因子を推定し、mAb

吸着量と mAb および PFS バレルの物理化学的特性との重回帰分析を行うことで、吸着予

測モデルを構築した。 
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第2節 実験材料および手法 

材料 

 本研究では、医療用タンパク質、アダリムマブ（販売名：ヒュミラ皮下注シリンジ 40 mg, 

エーザイ株式会社）を購入し使用した。 

用いたポリマーは、シクロオレフィンポリマー（COP）、ポリエチレンテレフタレート

（PET）、ポリプロピレン（PP）、ポリカーボネート（PC）、ポリスチレン（PS）、ポリメチ

ルペンテン（PMP）である。各ポリマーの構造は図 23 に示した。プランジャーヘッドはテ

ルモ株式会社より提供された i-coatingTM プランジャーを使用した。COPシリンジへのmAb

吸着量の分析結果は、第 2 章の図 13 の結果を使用した。 

 

 

図 23: (a) シクロオレフィンポリマー（COP）、ポリエチレンテレフタレート（PET）、ポリ

プロピレン（PP）、ポリカーボネート（PC）、ポリスチレン（PS）、ポリメチルペンテン（PMP）

の構造。(b) ホウケイ酸ガラスの構造。 

 

方法 

シリンジ素材の表面接触角測定 

表面の接触角測定には、Biolin Scientific 社の Attention Theta Flex を用いた。測定に用いた

COP、PET、PP、PC、PS および PMP のプレート（65×65 mm2, 厚み：3 mm）は測定前に

コンパクトイオナイザーに当てることで除電した。pH 7 に調製された 10 mM リン酸バッ
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ファーを 1 µL/s の速さで 3 µL 滴下した時の接触角を 10 秒間撮影し、その間の液滴の両端

の接触角の平均値を算出することで 1 回の測定値を得た。1 種類のポリマー素材につき測

定は 5 回繰り返し、その平均値をそのシリンジ素材の接触角とした。 

 

シリンジ素材の表面ゼータ電位測定 

 ポリマーのシリンジバレルの表面ゼータ電位は、AntonPaar 社のシリンダーセルを装填し

た SurPASSTM 3 を用いた（第 2 章第 2 節参照）。NaOH および HCl をもちいて、それぞれ pH 

12 と pH 2 に調製した 10 mM リン酸バッファーを用意し、これらを目的の pH に滴定後、

シリンジバレル内を 2 回リンスした。測定は 1 条件につき 5 回行い、中央値 3 点の平均値

をデータ点とした。pH 10 から pH 3 まで滴定により pH を変化させ、pH 1 ごとにゼータ電

位測定を行った。 

 

mAb サンプルの準備 

アダリムマブ（以下、mAb）は製品のプレフィルドシリンジより回収した後、20 mM 酢

酸ナトリウム緩衝液（pH 5）に限外濾過により透析した。その後、サンプルは SP セファロ

ースカラム（Cytiva）に供し、0.4 M 塩化ナトリウムを含む 100 mM リン酸緩衝液（pH 8）

で溶出した。最後にタンパク質溶液は水または塩化ナトリウムを含まない 10 mM リン酸緩

衝液に限外濾過で透析した。さらに、吸着量の塩濃度依存性の検証のため、500 mM の塩化

ナトリウムを含んだ pH 5 または 7 の 10 mM リン酸緩衝液に、限外濾過により透析した。 

 mAb 試料の PFS への充填操作は無菌条件下で行った。まず、各条件に調製された mAb

試料と同じ溶媒条件で、mAb を含まない溶媒（コントロール溶液）をポアサイズ 0.22 µm

の溶液フィルターに通し、その後同じ溶媒組成のタンパク質溶液をフィルターに通液する

ことで微小な不純物を取り除いた。フィルター済みの溶液を用いて、タンパク質溶液は 1 

mg/mL に調製した。タンパク質試料は 1 mL ずつ、各ポリマーシリンジ（PET, PC, PMP）

に、1 条件につき 3 本ずつに充填した。ヘッドスペース（気泡）は 5 mm となるようにプラ
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ンジャーを取り付けた。シリンジに充填されたタンパク質試料は 3 日間、2~8°C の温度条

件下で保管した。 

 

PFS バレル内壁に吸着したタンパク質の定量 

 試料保管後、充填されていた試料溶液は、プランジャーを抜き取り、シリンジ針の反対

側から回収した（第 2 章第 2 節、図 5 参照）。NaCl を含まない pH 5 または 7、500 mM NaCl

を含む pH 5 または 7 の 10 mM リン酸緩衝液で 3 回洗浄した。その後、1.2 mL の 7.5%（w/v）

ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）水溶液を加えてパラフィルムにより密閉した。40 kHz の

超音波に 15 分間さらし、壁面に吸着したタンパク質を剥離した。回収した溶液は、SDS 濃

度が 3 %（w/v）となるように水で 2.5 倍希釈して測定用の試料溶液とした。 

 剥離したタンパク質試料溶液中のタンパク質量は、逆相クロマトグラフィーを用いて定

量した。逆相クロマトグラフィーには VanquishTM UPLC（Thermo Fisher Scientific 株式会社）

に Protein BEH C4 1 mm ×100 mm （担体粒子径 1.7 μm, 日本 Waters 株式会社）を接続した

システムを使用した。移動相 A には 0.1%（v/v）トリフルオロ酢酸（Trifluoroacetic Acid、

TFA）含有の水を、移動相 B には 0.1%（v/v）TFA 含有のアセトニトリルを用いた。カラ

ム温度は 80°C、検出の波長は UV210 nm に設定した。移動相 B の割合を 15 分間で 30 %か

ら 98 %まで変化させるリニアグラジエントによりタンパク質を溶出した。得られたピーク

面積値からタンパク質含量を算出し、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。各シリンジ内の、各 pH における、吸着量の

塩を含まない条件と 500 mM NaCl を含む条件との吸着量を比較する際には、ウェルチの t

検定を行った。 

 

吸着量と、PFS バレルおよびタンパク質の物理化学的特性との相関解析 

シリンジバレルと mAb の吸着量に、mAb およびシリンジバレルの物理化学的特性がど

の程度寄与しているかを重回帰分析で調べた。重回帰分析では、mAb とシリンジバレルの
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ゼータ電位差、mAb の第二ビリアル係数 B22、およびシリンジ素材の接触角を説明変数と

して、目的変数である吸着量を表すよう、モデル式として式 9 を立式した。回帰係数の決

定には標準最小二乗法を用いた。最小二乗法は、予測値と実測値の残差の 2 乗和が最小に

なるように各係数を決定する手法である。 

𝐴 =  𝑎1 × 𝛥𝜁𝑚𝐴𝑏−𝑠𝑢𝑟 + 𝑏1 × 𝐵22 + 𝑐1 × 𝛾𝑠𝑢𝑟 + 𝑑1 （式 9） 

 ここで、A はタンパク質吸着量（mg･m-2）、𝛥𝜁𝑚𝐴𝑏−𝑠𝑢𝑟 はタンパク質とシリンジ素材のゼ

ータ電位差（mV, 𝜁𝑚𝐴𝑏 −  𝜁𝑠𝑢𝑟）（𝜁𝑚𝐴𝑏はタンパク質のゼータ電位、𝜁𝑠𝑢𝑟はシリンジ素材のゼ

ータ電位）、𝐵22はタンパク質の第二ビリアル係数（mol･mL･g-2）、𝛾𝑠𝑢𝑟はシリンジ素材表面

の接触角（deg）を示しており、𝑎1, 𝑏1, 𝑐1 はそれぞれの項にかかる回帰係数であり、𝑑1は切

片である。𝑎1, 𝑏1, 𝑐1 , および𝑑1の単位は、mg･mV･m-2, mg3･mol-1･mL-1･m-2, mg･m-2･deg-1, 

mg･m-2となる。用いたデータセットの値は表 6 に記載した。 

PET、PC、COP、PMP への mAb の吸着量に関しては、疎水性相互作用が接触角に比例

し、静電相互作用が接触角と反比例するという仮説を立て、mAb およびシリンジバレルの

物理化学的特性がどの程度寄与しているのかを重回帰分析で調べた。解析には SAS Institute 

Japan 株式会社の JMP Pro 16 ソフトウェアを用いた。重回帰分析では、シリンジバレルの

接触角𝛾𝑠𝑢𝑟（deg）、接触角の逆数 1
𝛾𝑠𝑢𝑟

⁄ （deg-1）、タンパク質の第二ビリアル係数 B22（mol･

mL･g-2）を説明変数として、目的変数である吸着量を表すよう、モデル式として式 10 を立

式した。回帰係数の決定には標準最小二乗法を用いた。 

𝐴 =  𝑎2 × 𝛾𝑠𝑢𝑟 + 𝑏2 × 1
𝛾𝑠𝑢𝑟

⁄ + 𝑐2 × 𝐵22 + 𝑑2 （式 10） 

 ここで、A はタンパク質吸着量、𝛾𝑠𝑢𝑟はシリンジ素材表面の接触角、𝐵22はタンパク質の

第二ビリアル係数を示しており、𝑎2, 𝑏2, 𝑐2 はそれぞれの項にかかる回帰係数、𝑑2は切片で

ある。𝑎2, 𝑏2, 𝑐2, および𝑑2の単位は、mg･m-2･deg-1, deg･mg･m-2, mg3･mol-1･mL-1･m-2, mg･

m-2となる。 
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表 6: 吸着量予測式用のデータセット 

タンパク質 NaCl濃度 

(mM) 

バレル

素材 

pH ゼータ電位差 

𝛥𝜁𝑚𝐴𝑏−𝑠𝑢𝑟 (mV) 

第二ビリアル係数 

B22  (mol ml/g2) 

接触角 

𝛾𝑠𝑢𝑟 (deg) 

mAb 0 GLS 4 37.2  9.5×10-4 5.2 

mAb 0 COP 4 33.5  9.5×10-4 96.7 

mAb 0 GLS 5 44.1  3.5×10-4 5.2 

mAb 0 COP 5 43.3  3.5×10-4 96.7 

mAb 0 GLS 6 46.7  1.2×10-4 5.2 

mAb 0 COP 6 51.3  1.2×10-4 96.7 

mAb 0 GLS 7 45.8  -5.0×10-5 5.2 

mAb 0 COP 7 57.5  -5.0×10-5 96.7 

mAb 0 GLS 8 39.4  -1.7×10-4 5.2 

mAb 0 COP 8 56.3  -1.7 ×10-4 96.7 

mAb 0 GLS 9 39.2  -1.5×10-4 5.2 

mAb 0 COP 9 58.5  -1.5×10-4 96.7 

mAb 0 PET 5 31.4  3.5×10-4 62.7  

mAb 0 PC 5 37.7  3.5×10-4 81.0  

mAb 0 TPX 5 37.3  3.5×10-4 109.3  

mAb 0 PET 7 37.0  -5.0×10-5 62.7  

mAb 0 PC 7 49.0  -5.0×10-5 81.0  

mAb 0 TPX 7 49.5  -5.0×10-5 109.3  

mAb 500 GLS 5 0* -2.2×10-5 5.2  

mAb 500 COP 5 0* -2.2×10-5 96.7  

mAb 500 GLS 7 0* -5.0×10-5 5.2  

mAb 500 COP 7 0* -5.0×10-5 96.7  

mAb 500 PET 5 0* -2.2×10-5 62.7  

mAb 500 PC 5 0* -2.2×10-5 81.0  

mAb 500 TPX 5 0* -2.2×10-5 109.3  

mAb 500 PET 7 0* -5.0×10-5 62.7  

mAb 500 PC 7 0* -5.0×10-5 81.0  

CTLA4-Ig 0 GLS 9 28.2  1.9×10-4 5.2  

CTLA4-Ig 0 GLS 7 21.8  2.2×10-4 5.2  

CTLA4-Ig 0 GLS 5 33.9  -3.0×10-4 5.2  

CTLA4-Ig 0 COP 9 47.5  1.9×10-4 96.7  

CTLA4-Ig 0 COP 7 33.5  2.2×10-4 96.7  

CTLA4-Ig 0 COP 5 33.1  -3.0×10-4 96.7  

* 静電遮蔽の影響で、図 24 から示されるように、N500 では抗体およびバレル表面の電位は 0 付近

であると考えられ、ゼータ電位差は 0 と設定した。 
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図 24: mAb および COP バレルのゼータ電位の塩濃度依存性。 
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第3節 結果 

シリンジ素材の表面ゼータ電位と接触角 

 シリンジ素材上での 10 mM リン酸バッファー（pH 7）の接触角を図 25 (a)に、また、表

面ゼータ電位の pH 依存性を図 25 (b)に示した。ポリマー素材の接触角は小さい順に PET < 

PC < COP < PS < PP < PMP となった。ゼータ電位の pH 依存性は、PET は比較的表面ゼータ

電位の pH 依存性が小さく、pH が 4 から 10 に上がるにつれて、約 20 mV、徐々に値が小

さくなった。PET と比較するとそのほかのポリマー（COP、PP、PC、PS、PMP）は、表面

ゼータ電位の pH 依存性が大きく、pH が 4 から 10 に上がるにつれて約 50 mV 減少した。 

 pH 7 の 10 mM リン酸バッファーにおける接触角に対するゼータ電位のプロット（図 25 

(c)）より、表面の特性の違いとして接触角が幅広い値で変化していることから、”親水性”、”

比較的親水性”、”比較的疎水性”、”疎水性”の表面として、PET、PC、COP、PMP をそれぞ

れ選択し、すでに第 2 章で得られている COP の吸着量の塩濃度依存性に加え、PET、PC、

PMP におけるモノクローナル抗体アダリムマブ（mAb）の吸着量の、pH および塩濃度依存

性の分析を行い、表面素材の違いによってタンパク質の吸着量がどのように変化するかを

分析することにした。 
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図 25: (a)シリンジ素材上での 10 mM リン酸バッファー（pH 7）の接触角および (b) 10 mM

リン酸バッファーにおける表面ゼータ電位の pH 依存性。(c) pH 7 における表面ゼータ電位

と接触角の相関プロット。 
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mAb の PFS バレルへの吸着量の pH および塩濃度依存性 

 タンパク質の固液界面吸着への溶液 pH および塩濃度の影響を検証するため、PET、PC、

COP、PMP への mAb の吸着量を pH 5, 7 および NaCl 添加あり（500 mM NaCl, N500）/なし

（0 mM NaCl, N0）の条件において比較した（図 26）。pH 5 における mAb の吸着量は、N0

よりも N500 で有意に増加した。素材間の吸着量を比較すると、N0 では COP < PC < PMP < 

PET の順に大きくなった。N500 では、吸着量は PC ≤ PET ≤ PMP ≤ COP となったが、N0 の

場合と比較すると、素材間の吸着量の差は小さかった。一方、pH 7 における mAb の吸着量

は、N0 では COP < PC < PMP < PET の順に大きくなり、N500 の条件では、PC ≤ COP ≤ PET 

< PMP となった。N0 と N500 を比較すると、塩濃度増加により、PET と PC では吸着量が

減少したが、COP では増加し、PMP では変化しなかった。 

 

図 26: (a) pH 5 および (b) pH 7 における、5 種類の材質のシリンジ表面へのタンパク質吸着

量の塩濃度依存性。N0: 0 mM NaCl, N500: 500 mM NaCl。*p < 0.05。 

 

シリンジへの吸着量と、シリンジおよびタンパク質の物理化学的特性との相関解析 

  第 2 章および第 3 章の結果より、GLS, PET, PC, COP, および PMP のシリンジバレルの

ゼータ電位および接触角と吸着量との間に相関があると考えた。タンパク質については、

表面との静電相互作用に対してタンパク質のゼータ電位が、さらに、タンパク質間相互作

用が吸着量に寄与すると考えた。そこで、JMP Pro 16 を用いて、タンパク質とシリンジバ

レルのゼータ電位差 𝛥𝜁𝑚𝐴𝑏−𝑠𝑢𝑟、タンパク質の第二ビリアル係数 B22、シリンジバレルの接

触角𝛾𝑠𝑢𝑟の 3 つの物理化学パラメータと、タンパク質の実測吸着量との重回帰分析を行い、
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各パラメータの回帰係数（式 9 の𝑎1, 𝑏1, 𝑐1, 𝑑1）を算出した。その結果、𝑎1 = −0.012, 𝑏1 =

−3.6 × 103, 𝑐1 = 9.6 × 10−4, 𝑑1 = 4.7と算出された。吸着予測式は以下のように表される。 

𝐴 =  −0.012 × 𝛥𝜁𝑚𝐴𝑏−𝑠𝑢𝑟 − 3.6 × 103 × 𝐵22 + 9.6 × 10−4 × 𝛾𝑠𝑢𝑟 + 4.7 （式 11） 

用いたデータ点の、予測式 11 から算出した予測吸着量と、実測の吸着量とをプロットし

た結果が図 27 である。予測式の精度の指標である、R2値、自由度調整 R2値、および誤差

の標準偏差（RMSE）はそれぞれ、0.36, 0.30, 1.5 となり、予測吸着量と実測吸着量との相関

は低く、上記 3 つのパラメータを用いて、すべての表面バレルへのタンパク質の吸着量を

式 11 で予測することは難しいと示唆された。 

 

図 27: 式 11 による吸着量予測値と吸着量実測値のプロット。 

 

次に、図 26 の結果をもとに、ポリマーPFS に限定して吸着モデルの立式を試みた。図 26

の結果をポリマーの接触角に対する吸着量にプロットし直したグラフが図 28 である。全体

として、mAb の吸着量は接触角が約 90°となる場合に最小になる傾向が示された。これま

での考察と図 25 (c)および図 28 から、タンパク質の吸着量に対する静電相互作用は、接触

角が大きくなるにつれ減少する負の相関を持つことから静電相互作用の寄与は接触角と反

比例するものと仮定し、一方、タンパク質吸着量に対する疎水性相互作用は、接触角が大
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きくなるにつれ増加する（比例する）ものと仮定した。そこで、シリンジバレルの接触角

𝛾𝑠𝑢𝑟、接触角の逆数 1
𝛾𝑠𝑢𝑟

⁄ 、タンパク質の第二ビリアル係数 B22、の 3 つのパラメータと、

タンパク質の実測吸着量との重回帰分析を行い、各パラメータの回帰係数（式 8 の𝑎2, 𝑏2,

𝑐2, 𝑑2）を算出した。データセットは図 28 の 16 点を用いた。その結果、𝑎2 =  0.19, 𝑏2 =

1.3 × 103,  𝑐2 = −5.7 × 103, 𝑑2 = −27.8が得られた。したがって、吸着予測式は以下のよう

に表せる。 

𝐴 =  0.19 × 𝛾𝑠𝑢𝑟 + 1.3 × 103 × 1
𝛾𝑠𝑢𝑟

⁄ − 5.7 × 103 × 𝐵22 − 27.8 （式 12） 

予測式 12 から算出した接触角に対する予測吸着量変化と、各条件における実測の吸着量

とをプロットした結果が図 29 (a)であり、全条件の予測値に対する実測値のプロットが図

29 (b)である。予測式の精度の指標である、R2値、自由度調整 R2値、および誤差の標準偏

差（RMSE）はそれぞれ、0.80, 0.75, 0.65 と算出され、予測吸着量と実測吸着量との間には

高い相関があり、上記 3 つのパラメータを用いてポリマーPFS バレルへの mAb の吸着量が

予測できることが分かった。 

 

図 28: 接触角に対する mAb の吸着量のプロット。青：pH 5, 0 mM NaCl における吸着量、

橙：pH 7, 0 mM NaCl における吸着量、薄青：pH 5, 500 mM NaCl における吸着量、薄橙：

pH 7, 500 mM NaCl における吸着量。 
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図 29: (a) 各溶液条件における、タンパク質吸着量の接触角依存性を示したモデルプロット

と実際の吸着量。(b) 式 12 による吸着量予測値と吸着量実測値のプロット。  
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第4節 考察 

mAb のシリンジへの吸着量の pH および塩濃度依存性 

mAb のシリンジへの吸着量は、タンパク質溶液の pH と塩濃度に依存して変化した。図

22 の結果より、mAb の吸着に寄与する相互作用を考察した。第 1 章でも述べた通り、タン

パク質の固液界面への吸着に対しては、タンパク質と表面との相互作用および、タンパク

質間（表面に吸着したタンパク質と溶液中のタンパク質の間）の相互作用の両方が影響し

ていると考えられる 97,98,104。本章の結果に対しても、上記 2 種類の相互作用について考え

る必要がある。シリンジ表面は pH 4~9 において負の電位を示し、一方、mAb は pH 5 では

+13 mV、pH 7 では+4 mV を示すことから、mAb の静電相互作用による表面への直接の吸

着は、pH 5 の方が pH 7 より多いはずであり、さらに塩を添加すると静電相互作用が弱ま

り、pH 5 での表面への直接の吸着は減少するはずである。一方で、タンパク質の分子間斥

力（静電斥力）は pH 5 の方が pH 7 より大きく（第 2 章第 3 節、図 6, 7 参照）、pH 5 で塩を

添加した高塩濃度条件下では、静電遮蔽によりタンパク質分子の表面電位が低下し、電気

的な相互作用も減少し斥力が減少すると考えられる 99,105。実際、mAb 分子の分散安定性が

良い（タンパク質間の斥力が大きい）pH 5 においても、塩の添加により静電遮蔽が起こり、

分散安定性は低下していた（図 7, 表 3）。吸着量の定量結果は、pH 5 においては、どのシ

リンジ表面においても、塩濃度増加により mAb の吸着量は増加していた（図 26）。この結

果は以下のように解釈できる。pH 5 では、N0 においては、mAb とシリンジ表面との静電

相互作用による直接の吸着が主であり、吸着した mAb にさらに mAb が結合することはほ

とんど起こらない（mAb の第二ビリアル係数の値が正のため、図 7, 表 3 参照）。一方、N500

では静電遮蔽の効果によって、表面とタンパク質との疎水性相互作用およびタンパク質分

子間の相互作用が強まり、表面に吸着した mAb 層へさらに別の mAb が結合しやすくなっ

たため、全体の吸着量が増加したのである。 

pH 7 では、mAb はわずかに正の電位をもっているが、等電点に近く mAb の疎水表面は

ほぼむきだしの状態である（図 10）。pH 7 における分散安定性は N0 の場合でも低く、塩濃
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度を増加させても第 2 ビリアル係数 B22の符号は変化しない（図 7, 表 3）。そのため、pH 7

においては、N0 条件下でもタンパク質とシリンジ表面との直接の相互作用による吸着に加

え、タンパク質間の相互作用によるさらなる吸着層の形成も起こると考えられる。N500 で

は PET や PC など比較的接触角の小さい表面上への吸着量が減少したが、比較的接触角の

大きい COP では増加し、PMP への吸着量は変化しなかった。つまり、親水性表面への mAb

の静電相互作用による吸着は mAb が静電遮蔽を受けたことによって相互作用が減少した

が、疎水性表面と mAb との吸着は、静電相互作用が減少したとしても、それを補う疎水性

相互作用が存在し、およびタンパク質分子間どうしの相互作用が促進されたため、変化が

なかった、または増加したと考えられる。以上より、本章で得られた結果は、第 2 章で示

唆されていた mAb の吸着は親水性表面と疎水性表面とでタンパク質とシリンジ間の主要

な相互作用が異なるという考えを支持しており、さらに、親水性表面への吸着ではタンパ

ク質と表面間の静電相互作用の寄与が大きいが、疎水表面への吸着ではタンパク質と表面

間での疎水相互作用の寄与が大きくなると結論づけられる。 

 

シリンジへの吸着量と、シリンジおよびタンパク質の物理化学的特性との相関解析 

 タンパク質の吸着量と物理化学パラメータとの相関解析には、タンパク質吸着量測定と

その考察より、タンパク質と PFS の静電相互作用の要因となると考えられる、タンパク質

と PFS バレルの表面電位の差と、タンパク質間の相互作用の指標となる B22, およびバレル

の疎水性の指標となると考えられる PFS バレル接触角を用いた。予測式 11 は、実際の吸

着量を予測するには精度が低い結果となったが、これは、表面の GLS への吸着量も加味し

たためであると考えられる。実際、GLS の構造は、ほかのポリマー類とは異なり、構造内

に酸素原子を多く含んでおり、さらには表面に解離の酸素基が露出したものとなっている

（図 23 (b)）。そのため、ほかのポリマーとは、電気性と疎水性の関係性が異なるため、予

測式を立てる際には同時に用いるべきではないと考えた。そこで、表 6 の吸着量予測式用

のデータセットより、GLS のデータ点を省き、ポリマーのみで吸着予測式の立式を行った。



81 

 

図 30 (a)に示す通り、R2 値、自由度調整 R2値、および誤差の標準偏差（RMSE）はそれぞ

れ、0.56, 0.50, 1.2 となり、GLS のデータ点を含んだ場合よりも精度は向上したと言えるが、

その精度は不十分であった。 

これまでの考察より、接触角が増加するにしたがって疎水性相互作用の寄与が大きくな

る一方で、静電相互作用の寄与は減少することが示唆された。そのため、疎水相互作用は

接触角の大きさ𝛾𝑠𝑢𝑟、静電相互作用は接触角に反比例すると仮定し1
𝛾𝑠𝑢𝑟

⁄ をパラメータとし

て、mAb と表面との直接の吸着を表せると仮説を立てた。実際の吸着量は、表面に吸着し

たタンパク質層への吸着もあることから、𝛾𝑠𝑢𝑟、
1

𝛾𝑠𝑢𝑟
⁄ に加え、タンパク質間の相互作用の

指標となる mAb の B22 もパラメータに用いて、吸着予測式の立式を行った。図 29 に示し

た通り、これらのパラメータにより、吸着量実測値を表すことのできる予測式を立式する

ことができた（式 12）。第 2 章の図 13 の、pH 5, 7、N0, N500 における GLS への吸着量を

含めた場合は、予測式の精度は低下した（図 30 (b)）。先述のとおり、ポリマーバレルと GLS

バレルとでは、その物理化学的性質、およびそれに起因する吸着機構が異なる可能性が考

えられる。従って、ポリマーPFS バレルの接触角および第二ビリアル係数 B22のみを用いた

予測式の適用範囲は限定的となるが、これらの情報から吸着予測式が構築できたことは、

今後、新規ポリマー素材への抗体の吸着量予測が、より迅速にできる可能性を示唆する重

要な知見となった。これにより、抗体医薬品の処方、さらには包装形態の選択がより迅速

に行える可能性が広がる。 

以上の結果から、ポリマーPFS バレルへのタンパク質の吸着量を最小限にとどめる戦略

は、1. タンパク質の溶液中の分散安定性の向上と、2. シリンジバレルは適度な疎水度をも

つことであると言える。1. については、タンパク質が自己会合しづらい条件、つまり、タ

ンパク質が正電荷または負電荷を帯びているような条件に設定される必要がある。例えば、

mAb の pH 5, または CTLA4-Ig の pH 7 の条件がそれに該当する。2. については、本研究

で発見されたユニークな知見であると言えるが、シリンジバレルは 90°程度の接触角をも

つもの（親水性、疎水性の中間をもつもの）が、吸着量の低減に適していることを示唆す
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る。これは、PFS バレルとタンパク質の相互作用において、接触角に比例して増大する疎

水性相互作用と、接触角に反比例する静電相互作用の合計が最小限になる条件であるから

であると考えられ、今後、新規医療用ポリマーの開発における重大な指標となる。 

 

図 30: (a) 表 6 に示した吸着量予測式用のデータセットから GLS のデータセットを省き、

予測式 9 を立てた場合の吸着量の予測値と実測値のプロット。R2値、自由度調整 R2値、お

よび誤差の標準偏差（RMSE）はそれぞれ、0.56, 0.50, 1.2。(b) 図 28 の吸着条件 16 点と図

13 における GLS の吸着量（pH: 5, 7, NaCl: 0, 500 mM）4 条件の計 20 点を用いて、予測式

10 を立てた場合の吸着量の予測値と実測値のプロット。R2 値、自由度調整 R2 値、および

誤差の標準偏差（RMSE）はそれぞれ、0.46, 0.36, 1.0。  
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第5節 小括 

 本章では、医療用抗体アダリムマブ（mAb）の様々な物性を持つポリマーシリンジ表面

への吸着量の定量および吸着量予測モデル式の立式を行った。 

 mAb 吸着量の pH および塩濃度依存性より、mAb の吸着を支配する相互作用は、シリン

ジ表面の持つ疎水度によって異なることが示唆された。親水性の高い表面（接触角が 90°以

下）の表面、PET や PC では、mAb とシリンジ表面との静電相互作用が吸着にかかわる主

要な相互作用となっていることが示唆された。一方、疎水性の高い表面（接触角が 90°以上）

の表面、COP、PMP などの表面においては、mAb とシリンジ表面との静電相互作用の影響

は低減し、疎水性相互作用の寄与が出てくることが示唆された。これらの結果から、疎水

相互作用はバレル表面の接触角に比例して大きくなる一方で、静電相互作用はバレル表面

の接触角とは反比例している可能性を考え、シリンジ表面の接触角𝛾𝑠𝑢𝑟とその逆数1
𝛾𝑠𝑢𝑟

⁄ を

吸着予測モデルに組み込んだ。さらに、PFS バレルへの吸着は、mAb とバレル表面の直接

吸着のみならず、タンパク質間の相互作用も関係する可能性があったため、タンパク質の

B22を含めた 3 つのパラメータを用いて、タンパク質の吸着量は予測できることを示した。 

以上の結果から、タンパク質の吸着量を最小限にとどめる戦略は、1. タンパク質の溶液

中の分散安定性の向上、2. シリンジバレルは適度な疎水度をもつこと、であると言える。

さらに、タンパク質と PFS バレルとの相互作用を低減させる手法として、親水性表面側へ

の吸着に対しては、タンパク質および PFS バレルの静電相互作用を低下させるために、両

者の電荷をなくすことが有効であると考えられる。これは、溶液の塩濃度を上昇させるこ

とにより達成できる。疎水性表面側への吸着に対しては、タンパク質とバレル表面との疎

水相互作用を低下させるため、界面活性剤を用いてこの両者の相互作用を抑制することが

効果的であると考えられる。 

今回精度の高かった吸着予測モデルは mAb の溶液 4 条件、4 種類のポリマーの物理化学

的パラメータおよび吸着量の 16 点分から得られる結果であったが、複合的なパラメータに

よって決定されるタンパク質の一般性の高い吸着予測モデルの構築には、今後、様々な抗
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体やシリンジバレルにおける吸着量について、複数の溶液 pH やイオン強度におけるビッ

グデータを収集する必要があると考えられる。本研究における吸着量測定や、物理化学的

パラメータの取得のプロトコルはある程度の時間を要する測定法であったため、今後、多

くの条件でのタンパク質やシリンジバレルの物理化学的特性、およびタンパク質の吸着量

を迅速に測定可能なハイスループットな測定プロトコルの開発によって、吸着予測モデル

の精密化を期待する。 
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第 4 章 総括 

 本研究によって、治療用タンパク質の PFS バレルへの吸着は、材料表面に吸着されたタ

ンパク質の層と表面のタンパク質に吸着されたタンパク質の層からなる多層構造を形成す

ることが明らかとなった。親水性の高い表面から成る PFS バレルへの吸着には静電相互作

用の寄与が、疎水性の高い表面から成る PFS バレルへの吸着には疎水性相互作用の寄与が

大きいことも示された。さらに、mAb のポリマーPFS バレルへの吸着量は、主にはシリン

ジバレル素材の接触角とタンパク質間相互作用の指標である第二ビリアル係数によって予

測できることが示された。 

 タンパク質医薬品は、薬物活性をもつタンパク質の等電点よりも低い pH で処方される

ことが多いことを考慮すると、親水性表面へのタンパク質の吸着は、負に帯電したバレル

表面と正に帯電したタンパク質との間の静電相互作用によって支配されると考えられる。

親水性表面へのタンパク質の吸着は、イオン強度の高い溶液における遮蔽効果によって低

減できる。一方で、そのような条件下においては、タンパク質のコロイド安定性が低下す

るため、親水性表面上に吸着したタンパク質へのほかのタンパク質分子の吸着（結合）を

増加させることにつながり、タンパク質凝集体の発生を引き起こす。そのため、表面への

吸着を比較的少なく、コロイド安定性を保つことのできる妥協の結果として、比較的低い

イオン強度の溶媒を使用することになると考えられ、親水性表面を持つバレルへの吸着を

最小限に抑えることは、実製剤においては今のところ難しいと考えられる。 

 一方、疎水性表面へのタンパク質の吸着は、疎水性相互作用の寄与が支配的となる。そ

のため、タンパク質が電荷を帯びタンパク質間の相互作用が減少する条件、つまり、タン

パク質分子のコロイド安定性が高い条件では、吸着が最小限に抑えられる。さらに、界面

活性剤を使用したタンパク質吸着の抑制が、疎水性を示す COP 表面に対してより効果的で

あったことは、疎水性ポリマー素材バレルへの吸着・凝集抑制は、親水性素材バレルより

少ない添加剤（主には界面活性剤）の使用で達成できると言え、今後、添加剤の劣化や分

解による懸念も払拭できる。 
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 現在の治療用抗体医薬品は、100 mg/mL 以上のように高濃度であり、本研究とは異なる

条件である、シリコンオイル潤滑剤が塗布された注射器に充填されている。したがって、

この研究で提案されたメカニズムは、現在汎用されている治療用抗体で発生する現象を説

明したものではないが、今後、包装形態を含めた医薬品開発において非常に有用であると

言える。タンパク質医薬品の場合、吸着/脱離による医薬品有効成分の損失とタンパク質凝

集が懸念されるため、本研究によるタンパク質吸着メカニズムの包括的な解明は、より安

全で効果的な医薬品の開発に大きく貢献できる。 
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