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第 1 章 序論 

1980 年代に遺伝子組換え技術が開発されて以来，タンパク質などを有効成分とす

るバイオ医薬品開発が加速し 1，低分子化合物が中心であった医薬品の治療法が拡大し

た．その中でも，抗体医薬品や Fc 融合タンパク質は標的分子への特異性が高く，副作

用の程度も低いと認識されており，バイオ医薬品の中でも特に開発が盛んである 2．実

際に抗体医薬品の市場は拡大し続けており，2002 年には約 6000 億円だった世界市場

が，2018 年には約 13 兆円となり，2025 年には約 34 兆円に到達する予想である 2． 

しかし，抗体医薬品を含むタンパク質医薬品全体に共通し，「免疫原性」が開発上

の課題となっている．タンパク質医薬品が免疫原性を持つと，投与した医薬品に含ま

れるタンパク質が異物として認識されるようになり，薬効の低下や，場合によっては

ショック症状を引き起こすことから，免疫原性の抑制はタンパク質医薬品の開発にお

いて重要である．そのため，免疫原性の低減を目的に構成タンパク質のアミノ酸配列

のヒト化が進められてきたが，完全にヒトのアミノ酸配列を持つタンパク質であって

も，繰り返し投与するうちに一定の確率で異物として認識されるようになる 3．タンパ

ク質の免疫原性には，依然として不明な点が多いが，バイオ医薬品に含まれるタンパ

ク質凝集体と免疫原性との関係に懸念を示した論文が，2006 年に Rosenberg により発

表された 4．さらに，Carpenter らがバイオ医薬品に含まれる特定のサイズの凝集体研

究の必要性を発表した 2008 年以降 5，世界中で様々な研究が行われ，バイオ医薬品に

含まれるタンパク質凝集体は投与したタンパク質の免疫原性を高め得ることが示され

ている 6．したがって，免疫原性を抑制するために，タンパク質凝集体を低減させるこ

とが，タンパク質医薬品の開発に必要となっている． 
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1.1 タンパク質凝集体のサイズと免疫原性との関係 

代表的なバイオ医薬品の一つであるモノクローナル抗体（mAb）のモノマーの流体

力学的直径は，水和層の算定の程度によって異なるが，約 5～12 nm である 7．タンパ

ク質凝集体は，二量体や三量体といった，100 nm 以下の可溶性のものから，数百 µm

に至る不溶性の凝集体まで，広いサイズ分布を有する．本博士論文では過去に提案さ

れた名称を参考に 8，二量体（数十 nm 以下）から 100 nm 未満の凝集体をナノメート

ル凝集体，100-2000 nm の凝集体をサブマイクロメートル凝集体，2-100 µm の凝集体

をミクロン凝集体と呼ぶこととする． 

これらの異なるサイズのタンパク質凝集体のうち，いずれのサイズの凝集体が免疫

原性に影響しているかについては，研究が進められてきたが，サイズと免疫原性に明

確な関連は見出されていない．例えば，ナノメートル凝集体 9や，モノクローナル抗

体―シリコンオイルの複合体 10は免疫原性を高めないとする報告がある一方で，ナノ

メートル凝集体 11，サブマイクロメートル凝集体 12及びミクロン凝集体が高い免疫原

性を示した例 13もある．したがって，タンパク質凝集体による免疫原性への影響を抑

えるためには，ある特定のサイズの凝集体だけではなく，広い範囲の凝集体を低減す

ることが重要である． 

 

1.2 溶液中におけるタンパク質凝集体生成経路と低減方法 

溶液製剤におけるタンパク質凝集体発生の抑制は容易ではなく，しばしばタンパク

質医薬品の製剤化における，容器への充填，保管，輸送及び患者への投与時に凝集体

が生成する 14,15,16．この原因として，製造や保管に関連する様々な要因が凝集を引き起

こし得ること，凝集メカニズムが要因によって異なること 17,18,19，そのため複数の凝集

抑制法を組み合わせる必要があること，が挙げられる．溶液中で凝集体が生成する経
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路として，バルク溶液（界面に触れていない溶液）中でタンパク質同士が相互作用す

る現象に加え，界面（固液界面や気液界面）を介する経路が考えられる（図 1）． 

 

 
図 1  溶液製剤における主なタンパク質の凝集経路．  

 

バルク溶液中におけるタンパク質凝集体の生成には，2 つの経路が提唱されている

20．1 つ目の凝集経路は，天然状態のタンパク質に構造変化が起こり，構造変化した分

子同士が凝集する経路である．この経路の場合，天然状態（N）と変性状態（D）の自

由エネルギー差（ΔND）が大きい場合には，この経路での凝集は起こりにくくなるこ

とから，構造安定性を向上させることが抑制につながる．2 つ目の凝集経路では，タ

ンパク質が構造変化を伴わずに分子が会合し，さらに会合を繰り返し大きな凝集体へ

と成長する．この経路での凝集では，タンパク質分子同士が分散する度合いを示す，

コロイド安定性が重要となる．構造安定性は，糖の添加により上昇させることも可能

だが，タンパク質の配列に依存する傾向が強いことから 21，タンパク質配列の最適化

が有効である．コロイド安定性を高めるには，タンパク質分子の電荷による反発を考

慮する必要がある．溶液の pH をタンパク質の等電点から 1 以上離れた値に設定する

ことで，タンパク質分子間に，電荷による反発が生じる状態にすることが一つの方法

である．抗体医薬品の場合，等電点は 7 以上であることが多く，市販の抗体医薬品の
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113 品目中，111 品目が pH 5-7 の範囲で処方されているのは 22，化学的安定性のみなら

ず，コロイド安定性も考慮されたものと考えられる．また，多くの場合，塩を添加す

ると電荷が遮蔽され，電荷による反発は低下することから，塩濃度を低くすることで

コロイド安定性が上昇することが多い．以上のとおり，バルク溶液中での凝集経路に

ついては，構造安定性とコロイド安定性を高めることの重要性，また，その方法が提

唱されており，それらに基づいてタンパク質医薬品を安定化させることが求められ

る． 

一方，バルク溶液のみならず，界面（気液界面や固液界面）を介してタンパク質が

凝集体を生成することが知られており，その凝集は，振とう，落下，製剤化工程にお

ける容器への充填などによって，溶液および界面に物理的な力が作用することにより

生成すると考えられている．以下に，気液界面と固液界面それぞれにおける凝集体生

成のモデルを記載した． 

 

1.2.1 気液界面を介した凝集体生成のモデル 

バイアル製剤やプレフィルドシリンジ（PFS）等の溶液製剤では，一次包装容器内

にタンパク質溶液と共に空気が含まれており，気液界面が存在する．両親媒性である

タンパク質は，疎水性界面に吸着し，アンフォールティングを経て，タンパク質同士

が相互作用してフィルムを形成することが複数の研究で示されている 23,24．輸送時や

使用時における振とうや容器の転倒などにより気液界面の面積は変化し，気液界面の

面積が狭くなる際にはフィルムが圧縮されて凝集が促進され，面積が広がる際にその

凝集体がバルク溶液に放出されると考えられている．この気液界面の面積変化を繰り

返すことでバルク溶液中に多くのタンパク質凝集体が生じる（図 2）25,26,27,28．  
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図 2 振とう時を例とした，気液界面を介したタンパク質凝集体生成のモデル図．

（a）気液界面へのタンパク質の吸着，（b）吸着したタンパク質のアンフォールディン

グ及び振とう等により気液界面の面積が狭くなる（圧縮される）ことによるフィルム

形成，（c）再び気液界面の面積が広くなる（膨張する）ことによる，界面からバルク

溶液中へのタンパク質フィルムの移動．図中の矢印は，気液界面の面積の膨張や圧縮

を示した． 

  

1.2.2 固液界面を介した凝集体生成のモデル 

バイオ医薬品製造において，製剤化工程における溶液充填操作や 29，シリンジ押し

出し時における摩擦 30は，タンパク質の凝集体を増加させることが知られている．  

1.2.1 項の気液界面を介した凝集体生成と同様に，疎水性の固液界面にタンパク質は

吸着し，フィルムを形成する．溶液の流れやシリンジプランジャーによる押し出し時

に発生するせん断応力や摩擦力が固液界面に加わると，このフィルムが界面から剥が

れ，サブマイクロメートル以上のサイズの凝集体が生成する 31,32．その後，タンパク

質が剥離した界面に新たにタンパク質が吸着し，上記のサイクルを繰り返すことで凝

集体が増加する（図 3）．  
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図 3  せん断応力が加わる場合を例とした，固液界面を介したタンパク質凝集体生成

のモデル図．（a）固液界面へのタンパク質の吸着及び吸着したタンパク質のアンフォ

ールディングを伴うフィルム形成，（b）界面からのタンパク質フィルムの剥離による

バルク溶液中へのタンパク質フィルムの移動． 

 

この凝集メカニズムから想定されるとおり，固体表面の素材は，生じる凝集体量に

影響を与える．例えば，シリンジを用いて溶液を押し出す際，ガラスよりもポリプロ

ピレン素材の方が凝集体の生成が少なかったこと 33，シリンジからの溶液押し出し時

において，シクロオレフィンポリマー（COP）を用いた PFS が，ホウケイ酸ガラスの

PFS よりも凝集体生成量が少なかったこと 34等が報告されている．ロータリーピスト

ンポンプに使用する表面の素材も凝集体量に影響し，セラミックに比べてステンレス

の方が多くの凝集体が生じたとの報告もある 35．また，この研究では，表面に不可逆

的に吸着したタンパク質量と，凝集体量に相関が確認されており，先述のメカニズム

が支持されている．このように，製剤化工程の充填時にかかるせん断力などは，界面

がタンパク質凝集に影響を与える． 

 

1.3 界面活性剤添加による，物理的な力に由来する凝集体の低減方法 

 上記のとおり，製造，輸送等において発生する物理的な力は，界面を介したタンパ

ク質の凝集体形成を促進することから，界面への吸着を抑制する手法が物理的な力に

よる凝集を抑制するのに効果的である．代表的な手法の一つは，処方に非イオン界面

活性剤を添加することであり，ポリソルベート 20（PS20），ポリソルベート 80
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（PS80）及びポロキサマー188（P188）の 3 種類の界面活性剤が市販製剤で利用され

ている．界面活性剤はタンパク質と競合して界面を覆うことや 36,37，タンパク質と相

互作用することにより 38，タンパク質が界面に吸着することを抑制し，界面に由来す

る凝集を抑制する．その効果の高さや使用実績の多さから，抗体医薬品にいずれかの

界面活性剤を添加することが主流であり，市販化された 131 の抗体処方に対し，119

（91%）もの処方がいずれかの界面活性剤を含んでいる 22． 

一方で，界面活性剤の添加によるタンパク質医薬品の品質の低下も懸念されてい

る．界面活性剤として最も広く使われているのはポリソルベートであり，PS20 及び

PS80 を合わせると，界面活性剤を含む 119 の処方のうち，114 処方を占める 22．ポリ

ソルベートは界面由来の凝集体を低減する一方で，詳細なメカニズムは不明であるも

のの，長期保管（静置）時においてタンパク質の凝集を促進する場合があることが報

告されている 39,40．また，脂肪酸エステルであるポリソルベートは，保存中に酸化や

エステル部の加水分解を受けるが，PS20 の分解物がコロイド安定性を低下させ，タン

パク質の長期保管時における凝集を促進することも報告されている 40．さらに，タン

パク質が主に静電的相互作用によって固液界面に吸着する場合は，界面を介した凝集

を十分に抑制できないことも報告されている 15． 

ポリソルベートとは骨格構造が異なる非イオン界面活性剤である P188 は，分子内に

エステル結合が無いため，ポリソルベートに比べて加水分解を受けにくく，安定性が

高いと考えられている．しかし，ヒスチジン緩衝液を用いた場合に P188 が酸化される

ことが示唆されている 41．また，バイアル製剤に用いるゴム栓にシリコンコートが施

されている場合，P188 と相互作用し，凝集体を生成した報告もある 42． 

上記のとおり，界面活性剤による界面を介した凝集抑制は効果的である一方，分解

物がタンパク質の長期保管時の凝集を促進する可能性や，界面以外の経路で生成する

凝集を促進する可能性が懸念されることから，界面活性剤を添加しないまたは添加す
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る量を減少させることが望ましい．そのためには，界面を介した凝集を引き起こす物

理的な力を特定し，凝集メカニズムを正しく理解することが重要である．タンパク質

医薬品の製造から使用時に至るまでに発生する物理的な力と，これまでに報告されて

いる界面を介した凝集メカニズムを次項に記載した． 

 

1.4 タンパク質医薬品の製造から使用時までにおいて生じる物理的な力 

界面を介した凝集を引き起こす物理的な力は，タンパク質医薬品の製剤化工程にお

けるバイアルへの充填時や輸送といった過程で生じる．輸送時の界面を介した凝集

は，充填時における凝集に比べてより複雑である．まず，物理的な力について，充填

時には一定の流量で送液することから，一定の力が加わることに対して，輸送時には

低加速度力（低 g 力）及び高加速度力（高 g 力）の 2 種類が加わる．さらに，凝集が

生じる界面も，充填時は固液界面が主であるが，輸送時には気液界面と固液界面のど

ちらも影響する．このような背景から，輸送時の凝集については，現在も不明な点が

多い．  

 

1.5 輸送時におけるタンパク質医薬品の凝集に関する研究の現状と課題 

タンパク質溶液の輸送時には，トラック走行時に発生する振動のように，強度は低

いが，継続的にかかる低 g 力と，荷役時にかかる落下時の衝撃のように，一過性であ

るが，強い力が加わる高 g 力の 2 種類の物理的な力を受ける．なお，過去の文献を参

考に 43，低 g 力とは概ね 10 G 未満のことを意味し，10 G 以上を高 g 力と表現すること

とした．これらのうち，高 g 力はキャビテーションの発生を通して顕著な凝集を引き

起こすことが知られている 44．高 g 力を緩和する包装形態により凝集体の生成が減少

した例も報告されており 43,45,46，高 g 力が輸送中のタンパク質凝集の主要な原因である

との報告もある 31,47．しかし，近年の研究から，輸送時の凝集体生成における低 g 力
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の重要性も認識され始めている．ミクロン凝集体の形状は，発生する要因によって特

徴が異なることが知られている 48．Witeof らは，実輸送後に生成したミクロン凝集体

の形状を，高 g 力と低 g 力で生成したミクロン凝集体の形状と比較し，実輸送後に生

成したミクロン凝集体の形状が低 g 力で生成したミクロン凝集体と類似していたこと

を示した 43．この結果から，実輸送時の凝集の主要な原因が低 g 力であることが示唆

された．また，高 g 力のみでは，実輸送時の凝集体濃度を再現できないことも報告さ

れている 46．加えて，バイアルおよび PFS に充填された複数の mAb について，加速度 

6 G 未満の低 g 力を含むランダム波振動試験（米国材料試験協会規格（ASTM）D4169

（2014 年版）準拠）により生成した凝集体濃度が，実輸送で生成したミクロン凝集体

濃度と良く相関したことも報告されている 49．以上から，低 g 力が輸送時の凝集に大

きく影響すると考えられる． 

しかしながら，具体的に凝集を引き起こす低 g 力の特徴は十分に分かっていない．

ここで低 g 力を周波数と加速度，振幅によって表すと，これらの 3 つのパラメーター

は関連しており，2 つのパラメーターを決めると残りのパラメーターも決まる．この

うち周波数に注目した研究は過去に存在する．例えば，周波数について，水平方向の

振とうを加えた場合，2.5 Hz では不溶性凝集体が生じなかったが，3.3 Hz を超えると

凝集した事例がある 50．一方で，オービタルシェイカ―を用いた研究において，0.8～

1.7 Hz では不溶性凝集体が生じなかったのに対し，2.5 Hz の振とうでは凝集体濃度が

上昇したという報告もあり 25，水平方向の振とうと比べ，凝集が生じ始める周波数が

異なっていた．また，別の研究では，マイクロプレート用のオービタルシェイカーを

用いて，0～50 Hz における液面の高さ及びモノマーのリカバリー率（振とう開始前の

モノマー含量に対する残存率．凝集体が生成すると低下することから，凝集の一つの

指標となる）を評価している 51．その結果，11.7 Hz 程度の振とうから液面の高さが上

がり始め，気液界面が広くなること，その後，周波数の増加とともに液面が高くな
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り，16.7 Hz を超えた後にモノマーのリカバリー率が低下し始めることが示されてい

る．これらの結果から，振とうの周波数が上がると凝集体が生成することは共通して

いるものの，凝集が生じ始める周波数は様々であり，周波数だけでは，振とうと凝集

の関係を説明できないことが分かる．これはある意味当然で，g 力は周波数と加速度

の両方によって規定されるパラメーターであるため，それぞれの機器で，同じ周波数

でも加速度が異なるとタンパク質溶液に加わる力が異なるはずである．そのため，過

去の研究からは周波数による統一的な説明が困難であったと推測している．そこで，

本研究では周波数と加速度の 2 つのパラメーターを明確にして低 g 力による凝集体生

成の研究を行うことを起案した．本研究により，周波数と加速度の 2 つのパラメータ

ーから凝集体生成へとつながる低 g 力が判明すれば，低 g 力による凝集メカニズムの

推定が可能となり，適切な低 g 力による凝集評価方法の設定，さらに低 g 力の低減に

つながる二次包装の開発等が可能となると期待される． 

 

1.6 凝集体の分析について 

 2010 年頃からの多くの研究により，タンパク質凝集体のサイズ範囲は数十 nm から

数百 µm と幅広く，すべてのサイズ範囲の粒子を網羅的に定量できる単一の分析法は

存在しないことが分かっている．そのため，凝集体のサイズに応じて複数の分析法を

組み合わせて凝集体の定量を行う必要がある．図 4 に代表的な凝集体分析法を示し

た．本博士論文では，これらの分析法の中から，サイズ排除高速液体クロマトグラフ

ィー（SE-HPLC），定量的レーザー回折法（qLD 法），及びフローイメージング顕微鏡

（FIM）を用いて，それぞれナノメートル凝集体，サブマイクロメートル凝集体，ミ

クロン凝集体を評価することとした． 
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図 4  凝集体のサイズに対する代表的な分析方法．本研究で使用した分析法をピンク

で示した．また，凝集体のサイズごとの呼称を，各サイズの下に記載した． 

 

1.7 本研究の目的と構成 

本研究の目的は，輸送時の低 g 力に着目し，低 g 力を周波数と加速度により規定し，

凝集を引き起こす低 g 力を特定した上で，低 g 力による凝集メカニズムを明らかにする

ことである．目的達成にあたり，モデルとして用いた 2 種類のタンパク質医薬品に，

様々な周波数と加速度の 3 軸方向の振とうを加え，生じた凝集体を分析し，得られた結

果から，凝集を引き起こす周波数と加速度の範囲を明らかにした．さらに，凝集を引き

起こす周波数と加速度の範囲が何に起因するのか，特定の範囲内の低 g 力が凝集を引き

起こすメカニズムは何なのか，を考察した． 

第 1 章では，タンパク質医薬品の凝集における，輸送時における研究の現状と課題，

本研究の意義を述べた． 
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第 2 章では，輸送時の低 g 力のうち，タンパク質の凝集を引き起こす周波数と加速度

の特定を目的とし，実際の医薬品を想定した条件で，周波数と加速度を変化させながら

3 軸方向の振とうを加え，生じた凝集体濃度を測定した．その結果，ある周波数と加速

度の境界線を超えるとミクロン凝集体が急激に上昇することを明らかにした．さらに，

タンパク質の種類，濃度，液量，粘度や，容器の大きさ，向き，温度などを変化させた

実験を行うことで，タンパク質医薬品製剤が持つ性質の中でも凝集を引き起こす周波数

と加速度に大きく寄与する性質を検討した結果，この境界線は溶液中でのタンパク質の

特性の影響をほとんど受けず，タンパク質溶液の動きにより定まることを明らかにした．

一方，この境界線に関わらず，自発的なナノメートル凝集体の生成は，低 g 力により加

速することを示した． 

第 3 章では，第 2 章で特定された，ミクロン凝集体生成を引き起こす周波数と加速度

の境界線が何に起因するかを，界面の寄与の有無及び溶液の動きに着目して解析した．

まず，ミクロン凝集体生成に関係する溶液の動きを，ハイスピードカメラを用いて観察

し，溶液の動きと界面を介した凝集との関係を議論した．さらに，気液界面を除去した

条件等での実験により界面の寄与を評価し，ミクロン凝集体生成の境界線と，溶液の動

き，界面の関係を総合的に議論した．また，自発的なナノメートル凝集体生成の加速に

ついても，界面との関係を中心に議論した． 

第 4 章では，総括として第 2 章及び第 3 章で得られた結果をまとめ，これらの結果か

ら明らかとなった輸送時の凝集を引き起こす振動の特徴とメカニズムを述べた．最後に，

本博士論文で見出した現象とその理解を活用したタンパク質医薬品の凝集抑制及び評

価について述べた．  
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第 2 章 輸送時に加わる凝集を引き起こす物理的な力の特定 

2.1 背景 

1.5 項で述べたとおり，輸送時に加わる物理的な力のうち，低 g 力の凝集体の生成

における重要性が認識されてきた．しかし，周波数の観点のみからの研究例は報告さ

れていたものの，周波数と加速度の両方を考慮した研究は無かったことから，どのよ

うな低 g 力が凝集体を生成させるか，周波数と加速度の点から検証した． 

試料には，タンパク質医薬品の中で盛んに開発されている，免疫グロブリン G のリ

ツキシマブ及び組み換え IgG Fc ドメインと T 細胞受容体の可溶性部分からなる融合タ

ンパク質（以下，CTLA4-Ig）の 2 種類を選択した．これらのタンパク質溶液を，医薬

品で広く用いられるホウケイ酸ガラスバイアルに充填し，検討に用いた．振とうの条

件は，実際にトラック等を走行させることが輸送時の状況を最もよく反映するが，実

輸送時には様々な周波数や加速度の振動が発生し，その中のどういったパラメーター

が凝集に影響したかを把握できない．また，製剤の開発段階での凝集安定性試験にト

ラックを利用するのは現実的ではない．一方，先行研究の多くで用いられている，オ

ービタルシェイカ―などの試験機では，周波数とともに加速度も変動すること，ま

た，2 次元方向のみの振とうで，かつ実輸送とは振とうの種類が異なる懸念があっ

た．そこで，本研究では，実輸送時に近い，X, Y 及び Z 軸の 3 軸方向への同時振とう

を行うことが可能で 52，周波数及び加速度を任意に変化させることも可能な輸送試験

システムを用いて，様々な周波数と加速度における凝集体生成及びタンパク質のモノ

マー消失速度を評価した．輸送試験システムで生成した凝集体は，～100 nm 程度の可

溶性凝集体を SE-HPLC で，サブマイクロメートル凝集体（300 nm～2 µm）を qLD 法

で，ミクロン凝集体（2 µm～100 µm）を FIM で分析した．  
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2.2 試料及び方法 

2.2.1 試料 

ブチルゴム栓，2 mL ホウケイ酸ガラスバイアル（16×33 mm）は，大和特殊硝子株

式会社から購入した．シリコンで化学的にコーティングされたゴム栓及びバイアルを

超純水（18.2 MΩ フィルター）で 3 回洗浄し，121℃で 20 分間，オートクレーブで滅

菌した．10 mg/mL のリツキシマブ溶液を全薬工業株式会社から購入し，免疫グロブリ

ン G のバイアル製剤のモデルとして使用した． 

界面活性剤を添加しない条件での凝集について検証するため，はじめに製剤に含ま

れる界面活性剤を除去した．リツキシマブ溶液を 20 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）で透析

した後，20 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）とともに SP セファロースカラム（Cytiva）に流

し，リツキシマブをカラムに吸着させ，50 mL 以上送液を続けることで，界面活性剤

を除去した．その後，400 mM 塩化ナトリウム（NaCl）含有 100 mM リン酸緩衝液

（pH 7.0）によりリツキシマブを溶出させた．このリツキシマブを含む溶液を，150 

mM NaCl を含む 20 mM ヒスチジン緩衝液（pH 6.0）（以下，HB NaCl）または 20 mM

ヒスチジン緩衝液（pH 6.0）（以下，HB）で透析した． 

また，過去の検討を参考に，比較的安定性が低い 53タンパク質のモデルとして

CTLA4-Ig を選択した．125 mg/mL の CTLA4-Ig 溶液は小野薬品工業株式会社から購入

し，10mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で希釈した後，Q Sepharose カラム（Cytiva）に流

し，CTLA4-Ig をカラムに吸着させ，50 mL 以上送液を続けた．その後，400 mM NaCl

を含む 100 mM リン酸緩衝液（pH 8.0）により CTLA4-Ig を溶出させた．この溶液を

10 mM リン酸緩衝液（pH 7.0）で透析した．試験には 10 mM リン酸緩衝液（pH 5.0）

（以下，PB）中に希釈した CTLA4-Ig を用いたが，この処方は凝集体に対する安定性

が低く，冷蔵庫内でも数日でナノメートル凝集体が増加することから，10 mM リン酸

緩衝液（pH 7.0）中に保管し，試験前日から PB に対して透析した． 
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上記の透析及びイオン交換クロマトグラフィーや，溶液の保管は，試験前の溶液状

態が変化しないように，すべて 2-8°C で実施した．透析液は，振とう試験開始直前に

0.22 μm のポリエーテルスルホンフィルターでろ過し，実験前に各緩衝液で 0.5 mg/mL

に希釈した．各バイアルに溶液 1 mL を充填し，振とう試験を行った． 

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． 

 

2.2.2 輸送試験システムを用いた振とう試験 

輸送試験システム TRE-200（ESPEC CORP.）を用いて，各条件につき 3 本ずつ，

室温（20～25℃）でバイアルを振とうした．10 Hz で 1 G，20 Hz で 2 G を超える加速

度で試験を行う場合は，より高い加速度を発生するように改造した TRE-200 を使用

した．バイアルは，容器や界面の影響を受けやすいと想定される条件として，溶液が

ゴム栓に接触し，バイアル内の気液界面が垂直方向に比べて広くなる水平方向に固定

した（図 5a, b）．輸送試験システムの振動ユニット上部に固定されたポリエチレン製

の固定具にバイアルを直接固定したことから，振とうはバイアルに直接伝わると考え

られた．輸送試験システムの振動ユニットの動作は，図 5c に示すように 3 軸同時振

動を含む．振とう時の加速度は，バイアル固定装置の上部に固定した三次元無線振動

記録計 MVP-RF8-HC-IDEX（アイデックス株式会社）に外付けセンサー（MA3-

20AD）を接続して測定した．外付けセンサーの加速度の検出範囲は 10.2 G までであ

り，実験台上にセンサーを静置した状態で水平方向の補正をした後に使用した．本振

動記録計は，3 軸振動の各次元の加速度を記録し，本研究では，代表値として Z 軸方

向の加速度（G）を報告した．X：Y：Z の加速度の比率は，およそ 4：1：5 であっ

た．垂直（Z 軸）方向の G は 3 次元の中で最も強く，実際のトラック輸送時において
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も，複数の研究で Z 軸方向の加速度が最も強いことが報告されており，本システムの

振動ユニットの振とうは，実輸送時の振動を反映していると考えられた 52,54． 

 

 

図 5  a: 輸送試験システム TRE-200 の写真．左側のチャンバーは温度制御ユニッ

ト，右側のチャンバーは振動ユニットである．b: 振とう方向の定義，c：TRE-200 に

よる振とう方向のイメージ図 

 

検討する周波数と加速度の範囲は，先行研究におけるトラック実輸送時の値と，本

振とう試験機で設定可能な周波数及び加速度の上限と下限を考慮して設定した．周波

数については本システムで適用可能な最低，最高周波数である 10～55 Hz で研究を実

施した．トラック輸送のパワースペクトル密度解析において，周波数が 1～80 Hz の

振動は 80～200 Hz の振動よりも高いパワー（G2/Hz）を示すことが先行研究により報

告されている 49,55．また，振とうに対する安定性試験の多くは 50 Hz 以下の周波数で実

施されていた 25,51．これらの点から，10～55 Hz での検討がトラック輸送を想定した振

とう試験として妥当であると考えられる． 

また，先行研究における，トラック輸送時の垂直軸の加速度につき，連続して加わ

る加速度は，5 G 以下であった 43, 55．本研究では，周波数と加速度の関係を広い範囲で

把握するために，垂直軸の加速度を 0.7～9.7 G に設定した．また，振とうに対する対

照試料として，静置したものを使用した．振とうまたは静置は，バイアル間のばらつ

きを考慮し，3 本のバイアルを用いて行った．振とうまたは静置後，分析に十分な試
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料溶液を得るために 3 本のバイアルに入れた試料を混合し，分析を行った．再現性の

確認を目的とし，30 Hz 2.7 G の振とう条件で振とう試験を 3 回繰り返して行った． 

 

2.2.3 SE-HPLC によるモノマー及びナノメートル凝集体評価 

試料のモノマーとナノメートル凝集体の定量には，SE-HPLC を使用した．リツキシ

マブ（以下，IgG）の分析では，100 µL の試料をとり，25,200 ×g，5°C で 30 分間遠心

後，上清をとることで，SE-HPLC で詰まりを引き起こす可能性のある大きな凝集体を

除去した．この試料 10 µL を，Acquity UPLC H-Class system（Waters）に，内径 7.8 

mm，長さ 300 mm，粒子径 2.7 µm の分析用カラム（Advance Bio SEC 300Å）（Agilent 

Technologies）を接続したシステムに注入した．150 mM の NaCl を含む，50 mM リン

酸緩衝液を移動相に用い，アイソクラティック溶出条件で分析した（n = 3）．移動相を

0.7 mL/min で送液し，カラムからの溶出液の吸光度（280 nm）を測定し，得られたク

ロマトグラムを Empower 3 Software（Waters）により解析した．CTLA4-Ig の分析で

は，IgG と同様に試料を遠心し，上清 20 µL を，Acquity UPLC H-Class system に，

Tosoh TSK gel G3000SWXL のカラム（Tosoh）を接続したシステムに注入した．200 

mM の NaCl を含む，133 mM リン酸緩衝液を移動相に用い，アイソクラティック溶出

条件で分析した（n = 3）．移動相を 0.25 mL/min で送液し，カラムからの溶出液の吸光

度（280 nm）を測定し，得られたクロマトグラムを Empower 3 Software により解析し

た．モノマー由来のピークより先に溶出したピークは，ナノメートル凝集体とした．

ナノメートル凝集体のピーク面積を各時点における全ピーク面積で割ることにより，

振とう試験後に形成された可溶性タンパク質の含量に対するナノメートル凝集体の相

対的な含量（%）を算出した．モノマーおよび可溶性タンパク質（モノマーおよびナ

ノメートル凝集体）のリカバリー率（R）は，以下の式に示すように，各ピークの面

積を初期値の面積で割ることによって決定した．  
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𝑅୫୭୬୭୫ୣ୰ (௧) =
𝐴୫୭୬୭୫ୣ୰ (௧)

𝐴୫୭୬୭୫ୣ୰ (଴)
 

 

𝑅୫୭୬୭୫ୣ୰ା୬ୟ୬୭୫ୣ୲ୣ  ୟ୥୥୰ୣ୥ୟ୲ୣୱ (௧) =
𝐴୬ୟ୬୭୫ୣ୲ୣ୰ ୟ୥୥୰ୣ୥ୟ୲ୣୱ (௧) +  𝐴୫୭୬୭୫ୣ୰ (௧)

𝐴୬ୟ୬୭୫ୣ୲ୣ୰ ୟ୥୥୰ୣ୥ୟ୲ୣୱ (଴) +  𝐴୫୭୬୭୫ୣ୰ (଴)
 

 ここで，Amonomer (0) 及び Amonomer (t) は初期値及び各試験時間後の時点のモノマーのピー

ク面積を示し，Ananometer aggregates (0) 及び Ananometer aggregates (t) は初期値及び各試験時間後のナ

ノメートル凝集体のピーク面積を示す． 

 

2.2.4 FIM によるミクロン凝集体濃度の分析 

カラー電荷結合デバイス（CCD）及び 10 倍レンズを備えた FlowCam 8100™

（Yokogawa Fluid Imaging Technologies, Inc.）を用いて，2～100 µm（equivalent spherical 

diameter）のミクロン凝集体濃度を測定した（n = 3）．サンプル分析量は 0.15 mL，流

量は 0.05 mL/min とした．データ解析には VisualSpreadsheet（Yokogawa Fluid Imaging 

Technologies, Inc.）を使用し，2 µm 以上の粒子を解析の対象とした．粒子識別の設定

は，最近傍までの距離を 1 µm，close holes を 0 とした．また，本測定システムでは背

景のピクセル強度に対する測定物のピクセル強度を比較し，閾値を上回るか否かで粒

子の有無を判定している．その閾値について，Dark（閾値以上の暗さで粒子とカウン

トする）及び Light（閾値以上の明るさで粒子とカウントする）ともに 15.00 をソフト

ウェア上で設定した． 

 

2.2.5 qLD 法によるサブマイクロメートル凝集体濃度の分析 

Aggregates Sizer（株式会社島津製作所）を用いて，qLD 法により試料中のサブマイ

クロメートル凝集体（0.3～2 µm）濃度を測定した．qLD 法では，Mie 散乱理論に基づ
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き，150 µL の試料をミクロセルに充填し，Aggregates Sizer で回折・散乱光の光強度分

布を測定した．測定結果を，解析ソフトウェアである WingSALD Bio を用いて，デコ

ンボリューション解析することにより，粒度分布を算出した 56．解析において必要な

タンパク質の屈折率および密度はそれぞれ 1.46 g/cm3（ソフトウェアのデフォルト設

定） および 1.32 g/cm3（純粋なタンパク質の密度）57とした．また，タンパク質以外

の物質に由来するノイズの除去に関わるカットオフレベルは，ソフトウェア上で 100

と設定した．カットオフレベルを 100 とすることで，タンパク質以外に起因する 0.3 

µm 以下のノイズの影響を低減させることが過去の研究より確認されている 58． 

 

2.2.6 サポートベクターマシン（SVM）を用いたミクロン凝集体生成に関す

る振とうの周波数及び加速度の境界線の設定と適用 

SVM は，教師有り機械学習の 2 クラス分類で活用されるアルゴリズムであり 59，最

も近い点（サポートベクター）までの距離が遠くなるように決定境界と呼ばれる境界

線を決めることに用いられる．振とう時の周波数と加速度について，線形 SVM を用

いてミクロン凝集体増加の有無の 2 クラスに対する境界線を求めた． 

まず，HB NaCl にリツキシマブ（以下，IgG）を希釈した溶液（以下，IgG in HB 

NaCl）のデータに対して，ミクロン凝集体濃度が上昇する振とう条件と上昇しない振

とう条件の周波数と加速度を入力データとして，コストパラメーターと呼ばれる SVM

の決定境界に関わるパラメーターを 0.01 から 100 の範囲で変動させて分類誤差を 1000

回計算し，誤分類が最も少なくなるコストパラメーターを用いて線形 SVM により境

界線を得た．得られた境界線を 20 mM HB にリツキシマブを希釈した溶液（IgG in 

HB）および PB に希釈した CTLA4-Ig（以下，CTLA4-Ig in PB）に適用し，分類の正確

さを算出した． 
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2.2.7 バイアル製剤のパラメーターを変動させた場合の振とう試験 

溶液量，バイアル方向，バイアルサイズ，粘度，タンパク質濃度及び温度を表 1 の

とおり変化させ，ミクロン凝集体の生成に及ぼすパラメーターを検討した．一回の振

とう試験で変化させるパラメーターは 1 条件のみとした．その他のパラメーターは

2.2.2 項に記載した条件とした．このうち，粘度を高めた溶液は，IgG in HB NaCl にス

クロースを 54%（IgG54suc）及び 66%（IgG66suc）加えて調製した．VROC Initium 粘

度計（RheoSense）を用いて，23℃で測定した IgG in HB NaCl，IgG54suc および

IgG66suc の粘度は，それぞれ 0.9，8.9 および 18.9 cP であった． 

各条件のタンパク質溶液を充填した 3 本のバイアルを，TRE-200 を用いて 50 Hz 3.5 

G, 4.1 G 及び 4.5 G で 24.0 時間振とうした（周波数及び加速度の設定は 2.2.2 項参

照）．分析に十分な試料溶液を得るために，分析前にこれら 3 本のバイアルを混合し

た．振とう後のミクロン凝集体濃度を FIM で測定し（n = 3），これらのパラメーター

変動がミクロン凝集体生成の境界線に与える影響を評価した． 

 

表 1  ミクロン凝集体生成の境界線に対して調査したパラメーター 

Parameter Condition 

Quantity of solution 1 mL* and 2 mL 

Vial orientation Horizontal* and vertical 

Vial size 16 x 33 mm* and 18 x 40 mm 

Viscosity 0.9 cP*: IgG in HB NaCl 

8.9 cP: IgG54suc 

18.9 cP: IgG66suc 

Protein concentration 0.5*, 5, and 10 mg/mL 

Temperature Room temperature（20-25℃）* and 5℃ 

*: 2.2.2 項に示した試験条件 
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2.2.8 統計解析 

得られたデータは平均値をグラフにし，エラーバーとして標準偏差（以下，SD）を

表示した．ミクロン凝集体生成の振とうによる増加の有無は，振とうを加える前の初

期値の測定結果より平均値＋3×SD を上回るか否かで判定した．3 群以上のデータ間

の有意差検定は Tukey-kramer 法により行い，有意水準 1%または 5%で検定を行った． 

 

2.3 結果 

2.3.1 輸送試験システムを用いた IgG in HB NaCl の振とう試験 

トラック輸送中の振動がタンパク質凝集体生成に及ぼす影響を，実輸送時のトラッ

クによる振動と同様な，3 軸方向への振とうを加えて評価した 52．輸送試験システムを

用いて，周波数と加速度をさまざまに組み合わせ，24.0 時間までの IgG in HB NaCl の

モノマー及び可溶性タンパク質の初期値に対する残存率（リカバリー率），振とう試験

後に形成された可溶性タンパク質の含量に対するナノメートル凝集体の相対的な含量

（%）（以下，ナノメートル凝集体（%）），サブマイクロメートル凝集体及びミクロン

凝集体の濃度を評価した． 

24.0 時間まで振とうした際の，モノマー及び可溶性タンパク質（モノマーとナノメ

ートル凝集体の合計量）のリカバリー率と，最小二乗法により求めた回帰直線を図 6

及び図 7 に示した．SE-HPLC の 3 回測定におけるリカバリー率の SD は，いずれの振

とう条件においても 1%未満と低い値であった．24.0 時間の振とうにより，初期値の平

均－3×SD を下回るモノマーのリカバリー率を示した条件について，初期値からリカ

バリー率が低下したと判断し，リカバリー率が低下しなかった条件（図 6）と，リカ

バリー率が初期値より低下した条件（図 7）に分けて示した．この基準は，リカバリ

ー率が正規分布すると仮定した場合，平均±3×SD の範囲に 99.7%のデータが収まる
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ことを考慮して設定し，この範囲を超えるリカバリー率については，初期値から変化

があったと判断した．リカバリー率が低下した条件については，初期値を含めて 3 ポ

イント以上のポイント数で試験を行い，リカバリー率が低下しなかった条件について

も，24.0 時間値を全条件で取得した． 
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図 6  輸送試験システムで IgG in HB NaCl を振とう後のモノマーと可溶性タンパク質

（モノマーとナノメートル凝集体の合計）のリカバリー率．SE-HPLC の 3 回注入にお

ける SD をエラーバーとした．振とう後のリカバリー率が，24.0 時間の振とうにおい

ても，初期値の平均－3SD を上回るモノマーのリカバリー率を示した条件の結果のみ

を示した．青：モノマー，橙：モノマー及びナノメートル凝集体の合計． 
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図 6  続き 
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図 7 輸送試験システムで IgG in HB NaCl を振とう後のモノマーと可溶性タンパク質

（モノマーとナノメートル凝集体の合計）のリカバリー率．SE-HPLC の 3 回注入にお

ける SD をエラーバーとした．24.0 時間の振とうにより，初期値の平均－3SD を下回

るモノマーのリカバリー率を示した条件の結果のみを示した．青：モノマー，橙：モ

ノマー及びナノメートル凝集体の合計．青：モノマー，橙：モノマー及びナノメート

ル凝集体の合計． 
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モノマーの消失速度（凝集や吸着の速度の指標となる）と，周波数，加速度の関係

を把握するため，時間変化に対するリカバリー率の回帰直線の傾きを，モノマー消失

速度係数，kobsと定義し，周波数及び加速度との関係を示すこととした．kobs を推定す

るための回帰直線は，直線関係が成立する時間範囲で得た（相関係数の二乗値≧

0.85）．図 6 及び図 7 において，モノマーのリカバリー率と可溶性タンパク質（モノ

マーとナノメートル凝集体の合計量）のリカバリー率はグラフ上で重なった．もしモ

ノマーの減少分が可溶性のナノメートル凝集体に変化しているのであれば，モノマー

のみリカバリー率が低下し，可溶性タンパク質のリカバリー率は変化しないはずであ

る．このことを考慮すると，この結果は，消失したモノマー及びナノメートル凝集体

が，SE-HPLC で分析可能なナノメートル凝集体に取り込まれたのではなく，SE-HPLC

では分析できない，より大きなサブマイクロメートル以上の不溶性凝集体となった結

果と考えられた． 

振とう後に生成したサブマイクロメートル凝集体濃度（0.3-2 µm）を qLD 法で 56,58

測定し（図 8），ミクロン凝集体（≥ 2 µm）濃度を FIM で測定した（図 9a）．また， 

kobs を図 9d に示した．ミクロン凝集体について，初期値として測定されたミクロン凝

集体濃度（≥ 2 µm）の平均に 3×SD を加えた値（1332 #/mL）（表 S 1）を基準として，

ミクロン凝集体濃度が初期値から上昇した振とう条件（>1332 #/mL）を赤色，ミクロ

ン凝集体濃度が上昇しなかった条件（<1332 #/mL）を青色で示した．この基準は，ミ

クロン凝集体濃度が正規分布すると仮定した場合，平均±3×SD の範囲に 99.7%のデー

タが収まることを考慮して設定し，この範囲を超えるミクロン凝集体濃度について

は，初期値から増加したと判断した．  
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図 8  IgG in HB NaCl 中のサブマイクロメートル凝集体濃度（0.3-2 µm，#は粒子数を

示す）．輸送試験システムを用いて，周波数と加速度の組み合わせを変えて 24.0 時間

振とうした後の測定値．qLD 法の 3 回測定における SD をエラーバーとした．赤：FIM

でミクロン凝集体濃度が初期値より上昇した，青：FIM でミクロン凝集体濃度が上昇

しなかった． 

 



28 

 

図 9  IgG in HB NaCl および IgG in HB のミクロン凝集体濃度（#は粒子数を示す）と

モノマー消失速度係数（kobs）．輸送試験システムを用いて，周波数と加速度の組み合

わせを変えて 24.0 時間振とうした後の IgG in HB NaCl 中のミクロン凝集体濃度（≥ 2 

µm）（a），IgG in HB 中のミクロン凝集体濃度（b）及び（b）の拡大図（c）．FIM の 3

回測定における SD をエラーバーとした．IgG in HB NaCl（d）と IgG in HB（e）にお

ける kobs．赤：ミクロン凝集体濃度が初期値より上昇した，青：ミクロン凝集体濃度及
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び可溶性タンパク質の含量に対するナノメートル凝集体の相対的な含量（%）のいず

れも上昇しなかった． 

 

これらの結果から，10-55 Hz の周波数において，低い加速度ではミクロン凝集体及

び kobs に変化が認められなかったが，加速度の上昇とともにサブマイクロメートル凝

集体濃度及びミクロン凝集体濃度が急激に上昇することが示唆された．なお，30 Hz 

2.7 G の振とう条件では，他の条件と比較して高いミクロン凝集体濃度を示したため

（図 9a），3 回の繰り返し実験により再現性を確認した．その結果，ミクロン凝集体

濃度にはばらつきが見られたものの，振とうによるミクロン凝集体濃度の増加及びモ

ノマーの経時的な減少（3 回測定時の kobs の平均値±SD は，0.1±0.03 h-1）は一貫して

観察された（図 S 1）． 

 

2.3.2 輸送試験システムを用いた IgG in HB 及び CTLA4-Ig in PB の振とう試

験 

 IgG in HB NaCl で認められたミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速

度の境界線が，他の処方や別のタンパク質でも存在するか，次に検討した． 

処方の影響については IgG in HB を，タンパク質の影響については，CTLA4-Ig in PB

を用いることとし，各処方の凝集に対する安定性を比較するため，同じ振とう条件（50 

Hz 6.3 G）における振とう後のミクロン凝集体濃度を図 10 に示した．IgG in HB NaCl を

基準にすると，IgG in HB は 0.14 倍，CTLA4-Ig in PB は 97 倍であり，CTLA4-Ig in PB と

他の処方は有意差が認められた．したがって，CTLA4-Ig in PB の凝集に対する安定性は

他の処方よりも低いことが確認された．また，振とう時間については，CTLA4-Ig in PB

の 6.0 時間後のモノマーリカバリー率が 30%程度であり，24.0 時間より短い時間でモノ

マーが消失する可能性が考えられたことから，CTLA4-Ig in PB は 6.0 時間後のミクロン
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凝集体濃度を用いた． 

 

 

図 10  振とう試験（50 Hz，6.3 G）における 6.0 時間振とう後のミクロン凝集体濃度

の比較（#は粒子数を示す）．FIM の 3 回測定における SD をエラーバーとした．**：

Tukey-kramer 法の検定，p<0.01． 

 

処方の影響については，IgG in HB（IgG in HB NaCl から NaCl を除いた処方）を用

いて，凝集体生成に対する処方の影響を評価した結果を図 9b, 図 9c 及び図 9e に示し

た．IgG in HB NaCl と同様に，ミクロン凝集体濃度が上昇する条件としない条件を，

初期値の平均値＋3×SD 値（767 #/mL）（表 S 1）に基づいて判定した．その結果，

IgG in HB NaCl と同様に，10-55 Hz の周波数において，加速度を高めていくと，ミク

ロン凝集体濃度及び kobsが急激に上昇する現象が認められた．  

次に，別のタンパク質溶液の振とうに対する安定性を，CTLA4-Ig in PB を用いて評

価した．各振とう条件で振とうした際のモノマー及び可溶性タンパク質のリカバリー

率を図 11 に示した．その結果，IgG in HB NaCl と同様に，加速度を高めると，ミクロ
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ン凝集体濃度が急激に上昇する現象が認められた．CTLA4-Ig in PB においては，①モ

ノマーのリカバリー率のみが低下し，可溶性タンパク質のリカバリー率が低下しない

条件と（図 11），②IgG in HB NaCl と同様に（図 7），モノマーと可溶性タンパク質の

リカバリー率の両方が同様に低下する条件（図 12）の 2 種類が確認された．なお，モ

ノマーのリカバリー率低下の有無は，初期値の平均値－3SD の値を基準に判定した．

①の振とう条件の代表的なクロマトグラムを図 13 に示した．この図から，モノマー

のピーク面積が経時的に減少するにつれて，可溶性のナノメートル凝集体のピーク面

積が上昇していることがわかる．その結果，可溶性タンパク質のリカバリー率は低下

していないことから，①の条件では，モノマーがナノメートル凝集体に変化してお

り，それ以上大きな不溶性凝集体にはなっていないことが示唆された． 
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図 11  輸送試験システムで CTLA4-Ig in PB を振とうした後のモノマーと可溶性タン

パク質（モノマーとナノメートル凝集体の合計）のリカバリー率．モノマーのリカバ

リー率のみが低下する条件を示した．SE-HPLC の 3 回注入における SD をエラーバー

とした．青：モノマー，橙：モノマー及びナノメートル凝集体の合計． 
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図 12 輸送試験システムで CTLA4-Ig in PB を振とうした後のモノマーと可溶性タン

パク質（モノマーとナノメートル凝集体の合計）のリカバリー率．モノマーと可溶性

タンパク質のリカバリー率がいずれも低下する条件を示した．SE-HPLC の 3 回注入に

おける SD をエラーバーとした．青：モノマー，橙：モノマー及びナノメートル凝集

体の合計． 
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図 13  輸送試験システムで CTLA4-Ig in PB を 40 Hz 2.7 G で振とうした際のサイズ排

除クロマトグラム．青：振とう前，橙：振とう後 3.0 時間，グレー：振とう後 6.0 時間

の結果を示した． 

  

周波数，加速度と凝集の関係を評価するため，6.0 時間振とうした CTLA4-Ig in PB

につき，ミクロン凝集体及び kobsを図 14a 及び図 14b に示した．ミクロン凝集体濃度

の上昇の有無は，初期値のミクロン凝集体濃度の平均値＋3×SD 値（20,673 #/mL）

（表 S 1）に基づいて判定した．  

ナノメートル凝集体（%）については，IgG と CTLA4-Ig の試料間で異なる挙動が観

察された．ナノメートル凝集体（%）は，IgG in HB NaCl では振とうの有無に関わら

ず，経時的に増加しなかった一方（表 S 2），CTLA4-Ig in PB では振とう，静置いずれ

の条件でもナノメートル凝集体の比率が増加した．さらに，ミクロン凝集体生成に関

する振とうの周波数及び加速度の境界線に関わらず，振とうによりナノメートル凝集

体の量が静置条件に比べて増加したことから，振とうにより，ナノメートル凝集体の

生成が加速されたと考えられた（図 14c および図 14d）． 



35 

 

図 14  輸送試験システムを用いて，周波数と加速度の組み合わせを変えて振とうした

CTLA4-Ig in PB のミクロン凝集体濃度（#は粒子数を示す），モノマー消失速度係数

（kobs）及びナノメートル凝集体比率．（a）6.0 時間振とう後のミクロン凝集体（≥ 2 

µm）濃度．FIM の 3 回測定における SD をエラーバーとした．（b）モノマー消失速度

係数，kobs．赤：ミクロン凝集体濃度が初期値より上昇した．緑：ミクロン凝集体濃度

は上昇しなかったが，自発的にナノメートル凝集体濃度が上昇した．ミクロン凝集体

濃度が上昇しなかった振とう（ABB）（c）またはミクロン凝集体濃度が上昇した振と

う（AAB）（d）を加えた CTLA4-Ig in PB 中のナノメートル凝集体の可溶性タンパク質

に対する相対比率． 
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2.3.3 IgG in HB NaCl，IgG in HB 及び CTLA4-Ig in PB におけるミクロン凝

集体生成の境界線 

図 9a, 図 9c, 図 14a に示すように，各周波数において，加速度を上げていくと，急

激にミクロン凝集体濃度が上昇した．これは，ミクロン凝集体生成が加速度に伴って

徐々に増加するわけではなく，ある境界をもって，変化する反応であると考えた．そこ

で，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を各処方で比較す

るため，教師あり機械学習による 2 種類の異なるクラス間のギャップを最大化する境界

線を決定するアルゴリズムである 59，線形 SVM を用いて，ミクロン凝集体生成の有無

を分ける境界線を推定した． 

まず，IgG in HB NaCl のデータに対して，ミクロン凝集体濃度が上昇する振とう条件

と増加しない振とう条件の周波数と加速度を入力データとして，誤分類が最も少なくな

るパラメーターを用いて（コストパラメーター：67.14），線形 SVM により境界線を得

た（図 15a）．その後，IgG in HB 及び CTLA4-Ig in PB に適用し（図 15b 及び図 15c），

分類の正確さを算出したところ，79.0%であった．誤分類された条件は，IgG in HB の 50 

Hz 3.5 G の条件を除いては，境界線の加速度からの差が 0.1 G，0.2 G，及び 0.2 G であ

り，境界線に近い条件であったことを考慮すると，ミクロン凝集体生成の境界線は処方

にかかわらず，同様の境界線であることが示唆された． 
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図 15  ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線．(a) IgG in 

HB NaCl のデータを学習データとして SVM により求めた境界線，(a)で得られた境界

線を IgG in HB (b)及び CTLA4-Ig in PB に適用した(c)．赤：ミクロン凝集体濃度が初期

値より上昇した振とう条件，青：ミクロン凝集体濃度が上昇しなかった振とう条件． 

 

2.3.4 ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線に影

響を与える要因 

上記の検討は，バイアルを横向きで固定し，液量，バイアルサイズ，タンパク質濃

度，溶液粘度及び温度を固定した条件で実施した．一方，実際のタンパク質医薬品

は，様々な条件で輸送されることから，条件を変更した際にミクロン凝集体生成に関

する振とうの周波数及び加速度の境界線がどのように変化をするかを理解すること

は，輸送時の凝集体の抑制や評価法確立において重要である．そこで，溶液充填量，

バイアルの向き，バイアルサイズ，粘度，温度及びタンパク質濃度を表 1 に示した条

件で変化させて振とう試験を実施し，IgG in HB NaCl 中のミクロン凝集体濃度を FIM

で評価した．2.2.2 項で検討した条件においては，50 Hz 4.1 G ではミクロン凝集体濃度

に変化が認められなかった一方で，50 Hz 4.5 G 以上の加速度ではミクロン凝集体濃度

が上昇したことから，50 Hz においては 4.1～4.5 G にミクロン凝集体生成に関する振と

うの加速度の境界線が存在すると考えられた．そこで，本検討では，50 Hz 3.5 G，4.1 

G 及び 4.5 G の 3 条件で振とう試験を実施した． 
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各条件で 24.0 時間振とうした後のミクロン凝集体濃度を図 16 に，変動させた製剤

の各パラメーターが，周波数 50 Hz でのミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数

及び加速度の境界線に及ぼす影響を表 2 にまとめた．初期値からミクロン凝集体濃度

が上昇した振とう条件をピンク色で，ミクロン凝集体濃度に変化が無かった条件を青

色で示した．ミクロン凝集体濃度は，初期値の平均値+3SD を上回った場合に上昇した

と判断した．製剤の変動要因がミクロン凝集体生成に関する振とうの加速度の境界線

に与える影響は，2.2.2 項で用いた条件における加速度の境界線が含まれる範囲（4.1～

4.5 G）を基準とし，その条件から変動するミクロン凝集体生成の加速度の境界線を基

準に評価した．溶液の充填量が多い場合，バイアルを垂直方向に固定した場合に，基

準の条件と比較して，より低い加速度でミクロン凝集体が増加した．したがって，溶

液の充填量を増やすこと，バイアルの向きを横から縦に変更することは，ミクロン凝

集体生成に関する振とうの加速度の境界線の加速度を低下させたと判断した．一方，

バイアル瓶が大きい場合（18 × 40 mm），基準の条件よりも高い加速度である 4.5 G で

振とうしてもミクロン凝集体濃度は変化しなかった．したがって，バイアル瓶が大き

い場合，ミクロン凝集体生成に関する振とうの加速度の境界線は上昇したと考えられ

た．溶液の粘度，温度及びタンパク質濃度は，本検討で評価した範囲内ではミクロン

凝集体生成の境界線に影響を与えなかった．  
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図 16  バイアル製剤に関する各種パラメーターの変化がミクロン凝集体生成に関する

振とうの周波数及び加速度の境界線の加速度に与える影響．50 Hz，各加速度における

振とう後，FIM で 3 回測定した平均のミクロン凝集体濃度．a: 2.2.2 項の条件，b: 溶液

量：1 mL から 2 mL に変更，c：バイアルの向き：横から縦に変更，d：バイアルサイ

ズ：16 x 33 mm から 18 x 40 mm に変更，e，f：粘度：0.9 cP から 8.9 cP（e）及び 18.9 

cP（f）に変更，g: 温度：室温から 5℃に変更，h，i：タンパク質濃度：0.5 mg/mL か

ら 5 mg/mL（h）及び 10 mg/mL（i）に変更．ミクロン凝集体濃度の上昇の有無を初期

値の平均値＋3 SD（図中の点線）を基準に判定し，ミクロン凝集体濃度が上昇した結

果をピンク，上昇しなかった結果を青で示した．実施しなかった振とう条件を NP で

示した． 
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図 16 続き 
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表 2  各パラメーターがミクロン凝集体生成の境界線の加速度に及ぼす影響のまとめ 

パラメーター ミクロン凝集体生成に関する振とう
の周波数及び加速度の境界線の加速
度の変化 

溶液量 1 → 2 mL 低下 

バイアルの向き 横→縦 低下 

バイアルサイズ 16 x 33 mm→18 x 40 mm 上昇 

粘度 0.9 cP→8.9 cP，18.9 cP 変化無し 

温度 室温→5ºC 変化無し 

タンパク質濃度 0.5 mg/mL→5 mg/mL，10 mg/mL 変化無し 

 

2.4 考察 

輸送中のタンパク質溶液の凝集における低 g 力の重要性は認識されてきたが 43，振

動の周波数や加速度と凝集の関係については，これまで詳細な評価がされていなかっ

た．本研究では，凝集体生成に対する安定性が異なる 3 種類のタンパク質処方に対し

て，輸送試験システムを用いて，低 g 力に着目した実験を行った．IgG in HB NaCl 及

び IgG in HB は，タンパク質医薬品として広く用いられている IgG 製剤のモデルとし

て使用した．本検討で使用した IgG の等電点は約 8.7 であり（SEDNTERP による計算

値），IgG in HB 及び IgG in HB NaCl はいずれも pH 6.0 となるように調製した．この

pH では，タンパク質の正味電荷は正に荷電しており，正電荷同士の反発により，コロ

イド安定性が維持されている．これに対して，溶液中に NaCl を追加すると，電荷が遮

蔽されることにより IgG のコロイド安定性が低下し，IgG in HB より IgG in HB NaCl の

方が，凝集体が生成しやすくなることを期待し，2 種類の処方を選定した 60,61．また，

異なるタンパク質溶液として，CTLA4-Ig in PB も用いた．この処方の pH は，CTLA4-

Ig の等電点（pH 5.1，実験値）に近く 62，コロイド安定性が低いことから，IgG 製剤よ

りも凝集に対する安定性が低いことが過去の研究で示されている 62． 
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2.4.1 振とうの周波数，加速度と凝集体生成の関係 

IgG in HB，IgG in HB NaCl 及び CTLA4-Ig in PB のそれぞれのタンパク質溶液に対し

て，10～55 Hz の周波数及び 0.7～9.7 G までの加速度の範囲で周波数と加速度を変動さ

せて振とう実験を行った結果，2.3.3 項に示したミクロン凝集体生成に関する振とうの

周波数及び加速度の境界線を超えるまでは変化が無かったことに対し，加速度の境界

線を超えると，ミクロン凝集体濃度の急激な上昇が認められた．より小さな凝集体で

ある，ナノメートル凝集体は，IgG in HB NaCl 及び IgG in HB のいずれの条件において

も増加しなかった．一方，CTLA4-Ig in PB においては，周波数と加速度におけるミク

ロン凝集体生成の境界線に関わらず，振とうを加えることで，静置時に比べてナノメ

ートル凝集体濃度が上昇した．これらの結果の概要を図 17 にまとめた．  

 

 
図 17  輸送試験システムによる各種振とう条件とミクロン凝集体およびナノメートル

凝集体の振とう後の変化の関係． 

 

興味深いことに，振とうによって生じるミクロン凝集体濃度は，IgG in HB NaCl 及び

IgG in HB と比較して，CTLA4-Ig in PB の方が高く，凝集に対する安定性は各処方で異

なることが示唆されたのに対し，ミクロン凝集体生成の境界線は 3 種類のタンパク質処

方で共通であると考えられた．このことから，低 g 力によるミクロン凝集体生成の境界

線には，タンパク質の特性ではなく，マクロな溶液の動きが影響することが示唆された． 
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ミクロン凝集体生成の境界線を下回る加速度の振とうであっても，CTLA4-Ig in PB で

はナノメートル凝集体が低 g 力により増加した．CTLA4-Ig in PB では，室温で数時間静

置した場合にも自発的にナノメートル凝集体が増加する条件であった点が IgG 処方と

の違いであった．したがって，自発的にナノメートル凝集体が生成する場合，境界線を

下回る，弱い振とうであってもその凝集生成が促進されたと考えられた． 

なお，IgG in HB NaCl の検討において，サブマイクロメートル凝集体及びミクロン凝

集体濃度の上昇は，いずれもミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の

境界線を超えた値で認められたことから，以後の検討は，ミクロン凝集体濃度を中心に

評価することとした．また，ミクロン凝集体濃度の上昇と比べると，モノマー減少速度

が上昇するのは，より高い加速度を加えた場合であった．このような現象は先行研究で

も認められており 25，1%に満たないモノマー減少であっても，ミクロン凝集体濃度が上

昇するため，ミクロン凝集体濃度の変化がより細かい変化を捉えたと考えられた． 

また，サブマイクロメートル凝集体やミクロン凝集体のように不溶性凝集体の場合は，

一般に，不可逆的な凝集であることが多いと考えられている 28．したがって，ミクロン

凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を上回る振とう実験では，凝集

体からモノマーに戻る反応は無いものと考えて解析した．その結果，図 7 では，境界線

を上回る振とうにより，モノマーのリカバリー率は，時間とともに直線的に減少してお

り，直線の回帰直線で良好な相関係数が得られた．さらに，40 Hz 6.3 G の条件では 10%

程度のリカバリー率まで直線状の減少が続いていることなども考慮すると，ミクロン凝

集体の生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を上回る振とうでは，凝集体へ

の反応が不可逆的に進むことが支持された．一方，ナノメートル凝集体は可逆的な反応

を示すこともあり 17，可逆的な凝集が生じている可能性がある．本研究ではナノメート

ル凝集体の可逆性を評価する実験を実施しておらず，詳細な考察にはさらなる研究が必

要である． 
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2.4.2 ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線に影

響を与える因子 

ミクロン凝集体生成における周波数と加速度の境界線を超えると急激にミクロン凝

集体濃度が上昇する現象が，溶液量やバイアルサイズなどが変わっても生じるか否かを

確認するため，IgG in HB NaCl の製剤に関する様々なパラメーターを，実際の製剤で生

じ得る範囲で変動させた（表 1）．このパラメーターについては，タンパク質濃度は IgG

の市販製剤の濃度（10 mg/mL）を上限に設定した．粘度が 20 cP 以上の溶液は充填時の

押し出しが難しくなるとされているため 63，20 cP を上限に粘度を設定した．その結果，

溶液量，バイアルの向き，バイアルサイズ，溶液粘度，温度及びタンパク質濃度を変化

させても，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を境に急激

なミクロン凝集体濃度の上昇が認められたことから，周波数と加速度の境界線を越える

とミクロン凝集体が上昇する現象は，溶液量やバイアルの向きなどといった製剤の条件

によらずに，発生する現象と考えられた． 

さらに，このミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線と，各

種製剤パラメーターとの関係を確認したところ，本研究で評価した変動範囲では，タン

パク質濃度，溶液粘度，温度は境界線に影響を与えなかった．一方，溶液の充填量を増

やした場合，バイアルの固定方法を横向きから縦向きにした場合は境界線の加速度が低

くなり（つまり，より低い加速度でミクロン凝集体が生成した），一方，バイアルサイ

ズが大きい場合は境界線の加速度が高くなることがわかった．したがって，このミクロ

ン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線は，製剤条件により変動する

と考えられた．なお，PFS など別の容器を用いた場合，ミクロン凝集体生成の境界線は

異なると考えられるが，本研究はバイアル製剤に着目した研究であり，他の容器につい

ては今後の検討課題である． 
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2.4.3 輸送時の振動に対する安定性評価 

本研究は，輸送時の凝集体を評価する方法の点からも重要である．Fleischman らは，

輸送試験システムを用いて ASTM D4169 に準拠したランダム波振動試験を実施し，実

輸送時に生成するミクロン凝集体濃度を再現することに成功した 25．著者らは，他にも

ボルテックスミキサー，オービタルシェイカー等も検討したが，実輸送時のミクロン凝

集体濃度を複数の処方，容器のいずれに対しても再現した方法はランダム波振動試験の

みであった．このように，輸送試験システムを用いたランダム波振動試験は，実輸送時

のミクロン凝集体生成を予測する上で有用な評価手法と言える． 

このランダム波振動試験は，貨物への損傷の再現を考慮して開発されており，振動の

強度（加速度）を高くすることで，振動の負荷を高め，試験時間を短縮して実施される

（加速試験）こともある 64．一方，タンパク質医薬品においては，加速試験と実輸送時

の結果が一致しなかったことを理由に，経験的に加速条件を採用しない製薬会社もある

が 65，なぜ加速試験が実輸送を再現しなかったかは不明なままであり，何に留意してラ

ンダム波振動試験を実施すべきかは分かっていなかった．この理由についても，ミクロ

ン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線が影響している可能性が考

えられた．例えば，実輸送時の振動加速度がミクロン凝集体生成の境界線未満であった

場合，時間短縮のために振動の加速度を高めることにより，ミクロン凝集体生成の加速

度の境界線を超え，ミクロン凝集体の生成リスクを正確に評価できない可能性があるた

めである．これを避けるための最も確実な方法は，実輸送レベルの加速度を与え，試験

時間短縮を避けることである．加速条件を設定する場合にも，実輸送の加速度の場合と，

時間短縮時の加速度で事前に比較するといった評価が必要という情報が，本研究から提

案できる． 

輸送時に生成する凝集体濃度を予測するという目的では，上記のランダム波振動試験

が有用であるが，特殊な輸送試験システムが必要であり，一般的に用いられる機器では
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ない．そこで，製剤化検討段階で振とうに対する凝集体生成リスクを評価する一般的な

手法としては，二次元方向に振とうするシェイカーやオービタルシェイカーを用いた強

制劣化試験が広く行われている 66,67,68．これらの試験器と，本研究で得られた輸送試験

システムを用いた試験結果との関係について，周波数や加速度と，ミクロン凝集体生成

の境界線の比較に基づいて以下のとおり考察した． 

先行研究における水平振とう 50,69,70およびオービタルシェイカー25,40の振とうにつき，

その周波数と振幅に基づいて周波数と加速度を算出したところ，いずれの振とうも 2 G

以下の加速度であり，低 g 力を発生させていると考えられた 43．これらの先行研究にお

いて，不溶性凝集体（ミクロン凝集体が含まれる）の生成の有無を，周波数と加速度の

グラフにプロットした．このグラフに，本研究で得られたミクロン凝集体生成に関する

振とうの周波数及び加速度の境界線（2.3.3 項）を 1 Hz まで外挿した直線を重ねたとこ

ろ，先行研究において不溶性凝集体濃度が上昇した条件としなかった条件の近傍を通過

することが確認された（図 18）．これらの結果から，本研究では三次元方向の振とうを

加えたが，その研究で得られたミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度

の境界線は，二次元方向の振とうにおける境界線と近いものであることが示唆された．

先行研究で強制分解試験として実施されているオービタルシェイカ―の振とうレベル

は，この境界線を上回る条件である 67,68ことからも，オービタルシェイカ―を用いた振

とう試験は，境界線を上回る加速度で生成する，ミクロン凝集体生成のリスクを評価す

るには有用であると考えられた．一方で，包装や輸送方法等の改善により，溶液にかか

る振動レベルを下げることで，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度

の境界線よりも低い加速度に抑えることを目的とする場合は，輸送試験システムを用い

たランダム波振動試験等が有用であると考えられ，目的に応じた評価方法の使い分けが

重要である．なお，本研究で得られたミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び

加速度の境界線を下回る条件でも，Eppler ら 50 や Mahler ら 69 の先行研究で不溶性の凝
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集体濃度が上昇したのは（図 18），溶液の充填量やバイアルサイズなどといった，周波

数と加速度の境界線に影響する因子が統一されていないことに起因した可能性がある． 

 

 
図 18  先行研究における水平シェーカー及びオービタルシェーカーを用いた場合の周

波数及び加速度と不溶性凝集体生成の有無．緑色の実線：本研究で得られたミクロン凝

集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線．緑色の破線：ミクロン凝集体生

成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線の外挿線．赤色：不溶性凝集体濃度が上

昇した，青色：不溶性凝集体濃度が上昇しなかった． 
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第 3 章 低 g 力による凝集体生成メカニズム解明 

3.1 背景 

 第 2 章では，周波数と加速度が一定の範囲内の時，振とうによりミクロン凝集体濃

度が急激に上昇すること，また，自発的にナノメートル凝集体が増加する処方において

は，加速度に関わらず，振とうがナノメートル凝集体の生成を促進することが確認され

た．ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線は，3 種類の異な

るタンパク質溶液で共通であったこと，また，溶液量，バイアルサイズ，バイアルの向

きで変化したことから，タンパク質溶液の物性というより，マクロな液体の動きに起因

する可能性が示唆された．そこで次に，具体的にどのような溶液の動きがミクロン凝集

体生成を引き起こすのか，どういった経路で凝集体を増加させるかについて検討した．

凝集体生成に至る要因を明らかにすることで，原因に基づく凝集体抑制方法や，原因を

考慮した評価法の提言につながると期待されたことから，第 3 章ではミクロン凝集体生

成及びナノメートル凝集体の生成促進のメカニズムを検討した． 

 第 1 章で記載したとおり，先行研究において，低 g 力による，界面を介したミクロ

ン凝集体の生成が報告されていることから，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波

数及び加速度の境界線を越える条件での振とうによるミクロン凝集体濃度の上昇にも

界面が関与している可能性を考えた．一方で，この境界線に関わらずナノメートル凝集

体の生成を促進増加させるメカニズムについては，先行研究が無く，不明であったため，

界面が寄与した可能性から評価した． 

 



49 

3.2 試料及び方法 

3.2.1 試料 

2 mL COP バイアルは，大和特殊硝子株式会社から購入した（以下，特に記載しな

い場合，バイアルはホウケイ酸ガラスバイアルを示す）．COP バイアルを超純水（18.2 

MΩ フィルター）で 3 回洗浄し，121℃で 20 分間，オートクレーブで滅菌した．PS80

は日本油脂から，シリコンオイル（MED-360）は，Avantor, Inc.から購入した．P188

（Kolliphor® P 188 Bio）は BASF 社から提供された．  

PS80 を含む IgG in HB NaCl や P188 を含む CTLA4-Ig in PB は，2 倍の濃度で界面活

性剤を含む溶液を，緩衝液で 2 倍希釈して調製した．例えば，1.6%P188 PB を PB で 2

倍希釈し，0.8%P188 PB を得た．その他の試薬は，2.2.1 項を参照した．  

 

3.2.2 輸送試験システムを用いた振とう試験 

 2.2.2 項と同様に実施した． 

 

3.2.3 SE-HPLC によるモノマー及びナノメートル凝集体評価 

2.2.3 項と同様に実施した． 

 

3.2.4 FIM によるミクロン凝集体濃度の分析 

2.2.4 項と同様に実施した．  

 

3.2.5 統計解析 

得られたデータは平均値をグラフにし，エラーバーとして SD を表示した．Welch’s 

t-test をデータ間の有意差を決定するために用い，有意水準 5%で検定した． 
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3.2.6 振とうによる，バイアルに吸着したタンパク質の剥離 

IgG in HB NaCl を充填した 3 本のバイアルを，輸送試験システムを用いて 50 Hz 9.7 

G で 24.0 時間振とうし，バイアル表面にタンパク質を吸着させた．溶液を除き，バイ

アルを超純水（18.2MΩ 濾過）で 7 回以上洗浄し，吸着していないタンパク質を除去し

た．その後，HB NaCl をバイアルに 1 mL 添加した．バイアルを静置した条件，ミクロ

ン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を上回る加速度の振とう

（AAB）（50 Hz 6.3 G）及び境界線未満の加速度の振とう（ABB）（50 Hz 3.5 G）を加

えた条件のそれぞれについて 3 バイアルを用意し，24.0 時間処理を行った．分析前に

3 本のバイアルの溶液を混合して試料溶液とし，FIM によりミクロン凝集体の濃度を

測定した（n = 3）． 

 

3.2.7 振とうによる，バイアルに吸着したシリコンオイルの剥離 

先行研究を参考に 23，トルエンに溶解させたシリコンオイル（3% w/w）2 g をバイ

アルに入れ，室温で一晩インキュベートし，バイアル表面の固体部分をシリコンオイ

ルでコーティングした．その後，中のシリコンオイルを捨て，完全に乾燥させたバイ

アルを，タンパク質がフィルム形成したバイアルの代用品として使用した．このバイ

アルに，HB NaCl を 1 mL 添加した．各条件につき 3 本のバイアルを静置，AAB（50 

Hz 6.3 G）及び ABB（50 Hz 3.5 G）の 3 条件で保管した試料を調製した．また，気液

界面の存在が，固相からのフィルムの剥離に与える影響を評価する目的で，バイアル

内から空気を無くすように HB NaCl で満たした後，空気が入らないようにゴム栓及び

アルミキャップで打栓し，AAB（50 Hz 6.3 G）を加えた．振とうまたは静置後のサン

プルは，分析前に 3 本のバイアル内の試料を混合して試料溶液とし，剥離したシリコ

ンオイル液滴の濃度を FIM でカウントした（n = 3）． 
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3.2.8 振とう時の溶液挙動の観察 

タンパク質溶液を含むバイアルを，周波数と加速度の組み合わせを変更させて振と

うさせ（10 Hz 0.7 G，10 Hz 2.0 G，50 Hz 3.5 G，50 Hz 6.3 G），約 5 秒経過した後にハ

イスピードカメラ（Fastcam Mini AX200; Photron）を用いて 10,000 フレーム/秒（fps）

で溶液の動きを記録した．さらに，表 1 に示した振とう条件について，1000 fps で動

画を撮影した．いずれの撮影時にも光源を用いて試料を照らした．記録された動画

は，Photron FASTCAM Viewer 4 ソフトウェアを使用して解析した． 

 

3.3 結果 

3.3.1 AAB 及び ABB による凝集体生成における固液界面および気液界面の

寄与の有無 

低 g 力による凝集体生成への固液界面（バイアル内表面）および気液界面の寄与を調

べるため，界面を介した凝集体を効果的に防止することが知られている非イオン界面活

性剤を，2.3.1 項及び 2.3.2 項で振とうによるミクロン凝集体濃度の上昇が確認された，

IgG in HB NaCl 及び CTLA4-Ig in PB にそれぞれ添加し，振とう試験を実施した．2.3.1

項の検討で，凝集体の生成を低い加速度から検出した，ミクロン凝集体濃度を FIM で

測定し，凝集体の指標とした．IgG in HB NaCl には IgG の市販製剤で用いられている

0.07% w/v の PS80 を，CTLA4-Ig in PB には，CTLA4-Ig の市販製剤で用いられている

0.8% w/v の P188 に加え，濃度依存性を評価するため，0.008% w/v 及び 0.08% w/v の

P188 を加えて評価した．なお，PS80 の CMC は 0.0015% w/v71，P188 の CMC は 0.105% 

w/v72と報告されている． 

0.07% w/v の PS80 を含む IgG in HB NaCl に，AAB を含む複数条件の振とうを加えた

が，いずれの条件においてもミクロン凝集体濃度の上昇は認められなかった（図 19）．
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0.08%及び 0.8% P188 を含む CTLA4-Ig in PB を用いて AAB を加えた場合にも，CTLA4-

Ig のミクロン凝集体濃度は上昇しなかった（図 20a）．0.008% P188 を含む CTLA4-Ig in 

PB ではミクロン凝集体濃度はわずかに上昇したが，これは P188 を含まない製剤の 157

分の 1 のミクロン凝集体濃度濃度であった．このように，界面活性剤によりミクロン凝

集体生成が抑制されたことから，AAB は気液界面または固液界面を介した経路でミク

ロン凝集体濃度を上昇させると考えられた． 

 

 

図 19  0.07% PS80 を含む IgG in HB NaCl のミクロン凝集体濃度．輸送試験システム

を用いて，周波数と加速度の組み合わせを変えて 24.0 時間振とうした際の濃度．IgG 

in HB NaCl の結果と比較するため，図 9 と同じスケールで表示した．赤：IgG in HB 

NaCl において，ミクロン凝集体濃度が初期値より上昇した振とう条件，青：IgG in HB 

NaCl において，ミクロン凝集体濃度が初期値より上昇しなかった振とう条件． 
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図 20  6.0 時間の AAB（50 Hz 6.3 G）後の 0%，0.008%，0.08%及び 0.8% P188 を含む 

CTLA4-Ig in PB 及び CTLA4-Ig を含まない溶液のミクロン凝集体濃度．FIM の 3 回測

定における SD をエラーバーとした． 

 

次に，CTLA4-Ig in PB に対して，0.008%, 0.08%及び 0.8%の P188 を添加し，AAB 及

び ABB 後のナノメートル凝集体（%）を評価し，ナノメートル凝集体生成に界面が与

える影響を評価した．その結果，P188 の有無，また，その濃度に関わらず，AAB（図 

21a）及び ABB（図 21b）のいずれもナノメートル凝集体を増加させた． 
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図 21  6.0 時間の振とう後の 0%，0.008%，0.08%及び 0.8% P188 含有 CTLA4-Ig in PB

のナノメートル凝集体の可溶性タンパク質に対する相対量（a: AAB，b: ABB）．SE-

HPLC の 3 回測定における SD をエラーバーとした． 

 

さらに，気液界面がナノメートル凝集体に与える影響を調べるため，0.8％P188 を含

む CTLA4-Ig in PB を，気液界面の有無の 2 条件で，ABB（50 Hz 3.5 G）で 6.0 時間振と

うした．その結果，振とうによりナノメートル凝集体（%）の生成量が増加したが，気

液界面の有無でナノメートル凝集体（%）比較すると，静置条件では気液界面無しで 7.7%，

気液界面有りで 7.3%であり，振とうの条件において気液界面無しで 8.9%，気液界面有

りで 8.9%であり，気液界面の存在によるナノメートル凝集体（%）の増加が認められな

かった（図 22a）．次に，固液界面がナノメートル凝集体に与える影響を調べるため，

過去の研究で，バイアルの素材によって吸着量に差があることが確認されている 62，

COP またはホウケイ酸ガラスバイアルに 0.1% w/v の P188 を含む CTLA4-Ig in PB を入

れて ABB（50 Hz 3.5 G）で 6.0 時間振とうし，生成したナノメートル凝集体（%）を SE-

HPLC で測定した．図 22b に示すように，振とうによりナノメートル凝集体（%）は増

加したが，COP とホウケイ酸ガラス間でナノメートル凝集体（%）を比較すると，静置

条件では COP で 3.4%，ホウケイ酸ガラスで 3.3%であり，振とうの条件においては COP

で 4.8%，ホウケイ酸ガラスで 4.7%と，同様の値を示した．したがって，ナノメートル
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凝集体生成は界面ではなく，バルク溶液中で生じた現象と考えられた． 

 

 

図 22  a: 0.8% P188 を含む CTLA4-Ig in PB を，気液界面の有無の 2 条件で調製し，

ABB（50 Hz 3.5G）で 6.0 時間振とうした後の可溶性タンパク質あたりのナノメートル

凝集体の相対量，b: 0.1% P188 を含む CTLA4-Ig in PB を COP またはホウケイ酸ガラス

バイアルに充填し，ABB（50 Hz 3.5 G）で 6.0 時間振とうした後の可溶性タンパク質

あたりのナノメートル凝集体の相対量．SE-HPLC の 3 回測定における SD をエラーバ

ーとした． 

 

3.3.2 AAB によるミクロン凝集体生成における固液界面の寄与 

AAB によるミクロン凝集体生成における固液界面の寄与を確認するため，バイアル

表面へのタンパク質吸着量が異なる，ホウケイ酸ガラス及び COP からなる 2 種類のバ

イアルを用いて，AAB（50 Hz 6.3 G）を 24.0 時間加えた際の kobs及びミクロン凝集体

濃度を比較した．なお，AAB によるミクロン凝集体生成は IgG in HB NaCl 及び

CTLA4-Ig in PB のいずれにおいても生じる現象であること，また，CTLA4-Ig in PB を

用いると，経時的にナノメートル凝集体量が増加することで議論が複雑になる可能性

を考慮し，以後のミクロン凝集体生成のメカニズムは IgG in HB NaCl を用いて検証し

た．その結果，ホウケイ酸ガラスバイアル中の IgG in HB NaCl の kobs は，COP バイア

ル中の試料の 1.7 倍であることが確認された（COP バイアル中の kobs は 1.93，ホウケ
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イ酸ガラスバイアル中の kobsは 3.28）．また，振とう後 3.0 時間後のミクロン凝集体濃

度は，COP バイアルよりもホウケイ酸ガラスバイアルの方が 2.2 倍高く，6.0 時間にお

いても 3.2 倍高かった（図 S 2）．したがって，AAB により，固液界面を介してミクロ

凝集体濃度が上昇したことが示唆された． 

 

3.3.3 固液界面からのタンパク質フィルムの剥離に与える振とうの影響 

AAB によるミクロン凝集体濃度の上昇に固液界面が関与していることが示唆された．

固液界面を介した凝集に振とうが及ぼす可能性として，タンパク質の界面への吸着や，

界面からのタンパク質フィルムの剥離の 2 種類の過程が考えられたが，そのうち，剥離

の可能性を評価した．IgG in HB NaCl を用いて，AAB 及び ABB により固液界面から剥

離したタンパク質に起因するミクロン凝集体濃度を測定した．まず，IgG in HB NaCl に

AAB（50 Hz 9.7 G）を加えて，固液界面に IgG を吸着させた後，バイアルを超純水で洗

浄し，固液界面に結合していない IgG を除去した．その後，HB NaCl を 1 mL 加え，静

置，AAB または ABB のいずれかの条件を 24.0 時間維持し，FIM を用いてミクロン凝

集体濃度を測定した． 

その結果，静置した場合と，ABB を加えた場合のいずれも，ミクロン凝集体濃度は上

昇しなかった（図 23a）．一方，AAB を加えた場合，経時的にミクロン凝集体濃度が上

昇した． 

次に，タンパク質のように，固液界面にフィルムを形成し，さらに，振とうによる変

性等の可能性を排除できるモデルとして，シリコンオイルを塗布したバイアルを用い，

AAB による剥離への影響を評価した．この実験では，振とうを加える前に，シリコン

オイルを塗布したバイアルに，HB NaCl を 1 mL 加え，静置状態，ABB，AAB の各条件

を 24.0 時間維持した後，FIM を用いてシリコンオイル滴の濃度を測定した．その結果，

AAB を加えた後のシリコンオイル滴の濃度は ABB を加えた場合の約 18 倍であり（図 
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23b），AAB によりシリコンオイルのフィルムが効率的に剥離されたことが確認された．

さらに，AAB によるシリコンオイルフィルムの剥離に気液界面が与える寄与を調べる

ために，ヘッドスペースが無い（気液界面が無い）状態で，AAB を加えた．その結果，

シリコンオイル滴の濃度は，AAB を加えたにも関わらず，増加しなかった（図 23b）．

このことから，固液界面からの剥離には気液界面が動くことが重要な役割を担っている

ことがわかった． 
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a 

 

             b 

 

図 23 固体表面に IgG またはシリコンオイルを吸着させた後，HB NaCl をバイアルに

添加し，バイアルを静置，または振とうさせ，固体表面から剥離したミクロン粒子濃

度．（a）静置状態で 0.5，6.0 及び 24.0 時間後，ABB（50 Hz 3.5 G）または AAB（50 

Hz 6.3 G）適用後 0.5，7.0 及び 24.0 時間後に固液界面から剥離した IgG に由来したミ

クロン凝集体濃度，（b）シリコンオイルを吸着させたバイアルを静置状態，ABB（50 
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Hz 3.5 G）または AAB（50 Hz 6.3 G）適用 7.0 時間後，また，気液界面を除去したバイ

アルに AAB を適用し，7.0 時間後のミクロン粒子濃度．FIM の 3 回測定における SD

をエラーバーとした． 

 

3.3.4 AAB 及び ABB を加えた際の溶液の動き 

AAB と ABB で生じたミクロン凝集体の生成に対する違いが，界面を介した凝集の

生成に起因することが示唆された．AAB が界面を介した凝集を引き起こす理由を考察

する目的で，IgG in HB NaCl を入れたバイアルに，AAB 及び ABB を加えながら，

10,000 fps で波の様子を記録した．その結果，AAB の映像では不規則なパターンと波

の乱れが見られたが（図 24a, c），ABB のバイアルでは比較的規則正しく繰り返され

る波が観察された（図 24b, d）．AAB による大きな波の動きは，ABB よりも高い膨

張／圧縮比を生み出すと考えられる．また，落下などにより，溶液中に局所的な圧力

低下を生じさせることで，キャビテーションが発生する．このキャビテーションの泡

は固液界面から遠い面が早くつぶれ，球形から変形していき，マイクロジェットが発

生することで崩壊し，多数の泡に分散する 47．この際に固液界面で発生する高いせん

断応力が，固液界面に吸着したタンパク質フィルムを剥離させる可能性が示唆されて

いる．本研究におけるミクロン凝集体生成に関する周波数と加速度の境界線を上回る

強い振とうでは，このキャビテーションの泡が発生している可能性も考えられた．し

かし，キャビテーションの泡（発生から消滅までの時間は 400 µs 程度 47）が発生すれ

ば検出可能な 10,000 fps の条件（100 µs ごとに写真を撮影）で観察したが，いずれの

振とう条件でもキャビテーションは認められなかった．したがって，振とうによる剥

離は，キャビテーションには起因しないと結論づけた． 
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図 24  0.5 mg/mL IgG in HB NaCl 1 mL を含むバイアルを，AAB（2.0 G）（a）及び

ABB（0.7 G）（b）で 10 Hz で振とうしたハイスピードカメラ画像，同じバイアルを

AAB（6.3 G）（c）及び ABB（3.5 G）（d）で 50 Hz で振とうしたハイスピードカメラ

画像．振とう開始から約 5 秒後に撮影した．波の乱れを黄色で囲んだ． 

 

さらに，2.3.4 項で変動させたバイアル条件の変更に対して，50 Hz 3.5 G，4.1 G 及び

4.5 G の加速度で振とう中のバイアルをハイスピードカメラで撮影した．その結果，ミ

クロン凝集体濃度が上昇する条件でのみ，不規則で，乱れた波の動きが認められた（図 

25）． 
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a 

 

b 

 
図 25  表 1 に示すパラメーターを変動させ，AAB（a：50 Hz 4.1 G，b：50 Hz 4.5 G）

または ABB（50 Hz 3.5 G）を加えた際のハイスピードカメラ画像．約 5 秒間振とうし

た後に撮影した．波の乱れを橙色で囲んだ．(a): 溶液量：1 mL から 2 mL に変更，バ

イアルの向き：横から縦に変更，バイアルサイズ：16 x 33 mm から 18 x 40 mm に変

更，b：粘度：0.9 cP から 8.9 及び 18.9 cP に変更，タンパク質濃度：0.5 から 10 mg/mL

に変更，温度：室温（20-25℃）から 5℃に変更した．  

 

3.4 考察 

第 2 章までに述べたとおり，輸送試験システムを用いた低 g 力（振とう）において，

ミクロン凝集体生成に関する周波数及び加速度の境界線の加速度を上回る振とう（AAB）

と下回る振とう（ABB）で，凝集体生成が異なった．この理由について，界面の影響に
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着目して 3.4.1 項及び 3.4.2 項のとおり詳細な考察を行った． 

 

3.4.1 振とうによる界面を介したミクロン凝集体生成 

輸送時の振動や落下などによる力は界面を介した凝集を誘発すると考えられており，

タンパク質の界面への吸着を防ぐことで界面変性を防ぐ非イオン界面活性剤は，タンパ

ク質凝集体の生成を緩和することができる 26,33,38,62．これまでの研究と同様に，AAB に

よるミクロン凝集体濃度の上昇は，PS80 や P188 の添加により効率的に抑制された．最

近の研究では，PS80 の CMC（0.0015% w/v）より低い 0.0001% w/v の PS80 を mAb と共

存させて，気液界面を崩壊させ，その後のタンパク質の吸着を評価した．この研究では，

界面の崩壊により，mAb や PS80 が界面から剥離したが，PS80 が選択的に吸着するこ

とで，mAb がそれ以降気液界面に吸着しなくなることが確認された 71．本研究において

は，IgG in HB NaCl には CMC 以上の PS80 を含んだ溶液を用いており，AAB によって

界面が崩壊した後のタンパク質の界面への吸着を，PS80 が防いだと考えられた．

CTLA4-Ig in PB では異なる界面活性剤（P188）を用いたが，CMC 以上の濃度において

は凝集が抑制され，PS80 と同様に，タンパク質の界面への吸着を防いだと考えられた．

なお，PS80 や P188 が，タンパク質の疎水性部分と相互作用することで，タンパク質同

士の相互作用を抑制し，バルク溶液中でのミクロン凝集体の生成を抑制した可能性も否

定はできない 38．しかし，CTLA4-Ig in PB のナノメートル凝集体においては，P188 の有

無に関わらず，AAB と ABB の両方でナノメートル凝集体が増加した．この結果から，

P188 によってバルク溶液中のタンパク質同士の相互作用を弱めた可能性は低いと考え

られた．したがって，AAB によるミクロン凝集体濃度の上昇は，主に界面を介した経

路で生じたと考えられた． 

次に，本実験中では固液界面（バイアル表面と溶液の界面）及び気液界面（気体と溶

液の界面）の 2 種類の界面が存在することから，各界面の寄与を評価した．まず，バイ
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アルへのタンパク質吸着量が異なることが先行研究で示された 62，2 種類の素材からな

るバイアルそれぞれを用いた振とう実験における，kobs 及びミクロン凝集体濃度を比較

し，固液界面が凝集に与える寄与を評価した．その結果，バイアル材質の違い（COP と

ホウケイ酸ガラス）は，AAB によるモノマー消失速度係数 kobsに影響した．凝集体生成

経路が固液界面を介する場合，固体表面の材質が凝集体の生成，それに伴うモノマー減

少速度に影響を与えることから，本研究においても，AAB によるミクロン凝集体生成

への固液界面の寄与が示唆された 33,35．固液界面を介した凝集には，（a）固液界面への

吸着，（b）固液界面でのアンフォールディングを伴うフィルム形成及び（c）固液界面

からバルク溶液への放出のステップが考えられる．振とうが（a）に影響した可能性も

考えられたが，ABB と AAB で境界線を伴う違いが生じたこと，（c）は一定以上の力が

なければタンパク質がバルク溶液中に放出される可能性が低いと考えられたこと，この

剥離ステップが促進されることが固液界面を介した凝集を引き起こす事例が報告され

ていることを考慮し 34,73，（c）に着目し，AAB による固液界面を介したミクロン凝集体

生成増加の理由を検討した． 

剥離を評価する実験では，バイアル内にタンパク質またはシリコンオイルのフィルム

が形成されたバイアルに，タンパク質を含まない HB NaCl を加えて，AAB と ABB を

加えた．その結果，AAB の方が ABB よりも多くのミクロン凝集体やシリコンオイル滴

を生成した．したがって，AAB による固液界面からの剥離効率が高いことが，AAB が

ミクロン凝集体を多く生成する理由の 1 つであると考えられた． 

過去の研究と本研究に基づいて，AAB による剥離の効率が高い原因について，以下

のとおり考察した．Gerhardt らは，シリコンオイルが塗布されたシリンジ内にタンパク

質溶液を入れた状態で振とうすると，タンパク質とシリコンオイルからなるミクロン粒

子が増加することを示した 23．その際，Gerhardt らは，振とうによる 3 つの界面（シリ

コンオイルでコーティングされた固体表面―液体―空気）の移動によって界面張力に由
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来する力が発生し，固液界面のシリコンオイルやタンパク質のフィルムを引っ張ること

で崩壊させると考察している．本研究でも，AAB により，気体―液体―固体の界面が

大きく動くことで生じるせん断応力や界面張力に由来する力が，固相表面に吸着したタ

ンパク質フィルムを剥離させ，固液界面を介したミクロン凝集体を生成させたと結論づ

けられた（図 24 a-d）．この 3 つの界面が移動することの重要性は，バイアル内のヘッ

ドスペースを除去する（つまり気液界面が無くなる）ことで，AAB 下でもシリコンオ

イルは剥離しなくなったことからも支持された． 

固液界面のみならず，気液界面も振とうなどによるミクロン凝集体生成に関与してい

ることが報告されていることから（凝集メカニズムは 1.2.1 項参照），輸送時の振動にお

ける気液界面の寄与について，以下のとおり考察した．気液界面の膨張圧縮比はミクロ

ン凝集体生成の重要な因子であることが報告されている 27．Bee らは，凝集体生成にお

いて臨界膨張圧縮比が存在し，この値が 5 を超えると（膨張時と圧縮時の面積の比が 5

倍以上），気液界面が介在する凝集体が顕著に増加することを示した 28．本研究のハイ

スピードカメラを用いた解析から，AAB による波は不規則で，その形状は尖った形と

なった一方で，ABB は規則的で，半円に近い形の波を発生させた．この違いにより，

AAB により生成した波の方が気液界面の膨張圧縮比が高くなったと考えられた．また，

膨張圧縮の繰り返し数も，気液界面を介したミクロン凝集体が生成するための重要な因

子である．Ghazvini らは，膨張圧縮を 750～1000 回繰り返した mAb のバルク溶液中で，

凝集体が増加したことを報告した 26．一方，膨張圧縮の繰り返しが 50 回では，気液界

面に凝集体が生成したものの，バルク溶液中の凝集体は増加しなかった．AAB の振と

う条件（周波数と時間）を考慮すると，膨張圧縮の繰り返し回数は 1000 を超える．上

記の考察から，AAB で発生する波は，圧縮/膨張比とサイクル数の両方の基準を満たし

ており，AAB は固液界面のみならず，気液界面を介しても凝集体生成を引き起こした

と考えられる． 
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3.4.2 振とうによる自発的なナノメートル凝集体生成の加速 

IgG in HB 及び IgG in HB NaCl では，静置，ABB 及び AAB のいずれの条件でもナノ

メートル凝集体は増加しなかった．一方，CTLA4-Ig in PB 中では静置条件でも自発的に

ナノメートル凝集体が生成され，AAB と ABB はミクロン凝集体生成に関する振とうの

周波数及び加速度の境界線に関わらず，いずれもその生成を加速した．また，0.008%，

0.08%及び 0.8%の P188 を添加しても，自発的なナノメートル凝集体の生成を抑制でき

なかった．0.8% P188 は CMC（0.105%）よりも高濃度であり，固液界面及び気液界面の

ほとんどが界面活性剤で覆われていることから 74，ナノメートル凝集体の生成及び振と

うによる加速は，バルク溶液を介した（つまり界面を介したものではない）経路による

ものと考えられた．また，0.8% P188 を含む CTLA4-Ig in PB のナノメートル凝集体は，

ヘッドスペース（気液界面）の除去によって影響を受けなかった．バイアル表面の材質

は，固相へのタンパク質の吸着に影響を与えるが 62，ホウケイ酸ガラスバイアル及び

COP バイアルの 2 種類のバイアルで，ナノメートル凝集体の増加には影響がなかった．

これらの結果からも，ナノメートル凝集体が振とうにより増加するのは，気液界面や固

液界面を介した凝集ではなく，バルク溶液中での凝集と考えられた．振とうによりバル

ク溶液中の凝集が加速する詳細なメカニズムは不明であるが，振とうにより溶液の攪拌

効率が上がり，タンパク質分子の衝突頻度が高くなったのではないかと推測される． 

なお，緩衝液に P188 を含む場合，界面活性剤を含まない結果と比較して，より多く

のナノメートル凝集体が生成する傾向が確認された．先行研究においても，緩衝液にポ

リソルベートを添加すると，ナノメートル凝集体が増加したという報告がある 40．その

著者らは，ポリソルベートとタンパク質の相互作用の結果，タンパク質の構造が変化し，

疎水性部位が表面に露出した結果，タンパク質同士の会合が促進された可能性を述べて

いる．P188 も同様に，CTLA4-Ig と相互作用し，ナノメートル凝集体を増加させた可能

性があるが，この点については今後さらなる研究が必要である． 
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3.4.3  振とうと凝集体生成のまとめ 

ミクロン凝集体生成に関する周波数及び加速度の境界線の加速度より強い振とうの

場合，固液界面及び気液界面を介したサブマイクロメートル及びミクロン凝集体が生成

することが明らかとなった（3.4.1 項）．また，ミクロン凝集体生成に関する周波数及び

加速度の境界線に関わらず，振とう及び境界線の加速度より弱い振とうを加えた場合に

は界面を介さず，バルク溶液中で自発的なナノメートル凝集体生成が加速されることが

示された（3.4.2 項）．これらの凝集体生成を図 26 のモデル図に示した． 

 

 

図 26  ミクロン凝集体及びナノメートル凝集体生成のモデル図．青矢印（太）：ミク

ロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線に関わらず，振とうが加

速すると考えられるステップ（*：自発的にナノメートル凝集体の生成が進む処方の場

合）．緑矢印（太）：ミクロン凝集体生成の境界線を上回る加速度の振とうが加速する

と考えられるステップ．M：モノマー，NanoAg：ナノメートル凝集体，SubmAg：サ

ブマイクロメートル凝集体，MAg：ミクロン凝集体 

 

3.4.4 ミクロン凝集体生成の境界線は何に起因するか 

AAB 及び ABB による溶液の動きの違いがミクロン凝集体生成に関する周波数及び
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加速度の境界線に与える影響は，3.4.1 項で述べたとおりである．この加速度の境界線

が，周波数が増加するにつれ増加した理由について，溶液の動きの点から考察した． 

橋本らの研究では，溶液を含む円筒容器を垂直方向に振動させた際，振動の加速度を

高めると，周波数と加速度の境界線を超えた時点で波が不安定になり，波面の崩壊と液

滴の分裂が観察された 75．この先行研究では，10～60 Hz の範囲では，周波数の増加に

伴い，液面が崩壊する加速度の境界線が直線的に増加することが示されている．この関

係は，本研究のミクロン凝集体生成に関する境界線の周波数と加速度の関係（図 15）

と一致している．このことから，本研究で認められたミクロン凝集体生成の境界線にお

ける周波数と加速度の関係は，波が崩壊する境界線と一致していると推察された．実際

に，10 Hz と 50 Hz のいずれにおいても，AAB でのみ液面の崩壊が生じていることも，

この関係を支持するものである．なお，周波数が高いほど液面の崩壊が生じる加速度が

高くなる理由は，振とうの振幅と関係していると考えられた．加速度が一定であれば，

周波数が高くなるほど振とうの振幅は小さくなる．振とうの振幅が小さいと，波面の崩

壊を生じない低振幅の波が誘起されることになる．このような理由から，振幅を大きく

して波面の崩壊を生じるためには，高い周波数になるほど，高い加速度が必要になると

考えられた． 

さらに，液量，バイアルの向き及びバイアルサイズによって，ミクロン凝集体生成に

関する振とうの周波数及び加速度の境界線が影響を受けたことも（2.3.4 項），ミクロン凝

集体生成の境界線と波面の崩壊の関係を支持する結果であった．橋本らの研究において，

溶液の高さと底面積比である，H／D 比が高くなると，より小さな振幅の振動で波面が

崩壊したことが報告されている．これは，言い換えると，H／D 比が高いほど，同じ振

動の強さでも波面が崩壊しやすくなることを意味している．この知見を本研究に当ては

めると，H／D 比を高めることは（充填量が多い，バイアルを横向きから縦向きに変更

した），より低加速度で波面の崩壊を引き起こし，一方，H／D 比を低下させることは
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（バイアルサイズを大きくした），波面の崩壊に，より高い加速度を必要とした．さら

に，これらの波面の崩壊は，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の

境界線の変化とも一致した． 

以上の結果を考慮し，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界

線は溶液の波の崩壊に関連して発生していること，波の崩壊には溶液の H／D 比が影響

していることが考えられた．  

 

3.4.5 輸送時の振動による凝集体生成を抑制するための提案 

ポリソルベートや P188 などの非イオン界面活性剤は，界面を介した凝集体生成を防

ぐために有効であり，多くの製薬会社で標準的に用いられている．しかし，1.3 項でも

述べたとおり，界面活性剤は必ずしも万能ではなく，バルク溶液中での凝集体生成を促

進するという報告もある．したがって，他の抑制方法との併用により除去または濃度を

最小限に抑えることで，長期保管時においてもより安定な製剤につながる可能性がある． 

本研究結果は，包装および輸送プロセスの最適化（例：エアライドサスペンショント

ラック）により，振動の加速度をミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速

度の境界線の加速度未満に抑えれば，製剤中の界面活性剤の必要性を下げ，濃度を低下

または処方から除くことができる可能性を示唆している．また，AAB によるミクロン

凝集体生成には固液界面が関与するため，タンパク質の吸着・剥離を抑えるために容器

や栓の素材を最適化することも凝集を抑制する 1 つの有効な方法である．さらに，H／

D 比を下げることでミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線

を高めることも新たな抑制方法となる． 

一方で，自発的なナノメートル凝集体生成の振とうによる加速は，バルク溶液中で生

じる現象であり，非イオン界面活性剤の添加やバイアル素材の工夫等では防ぐことがで

きない．したがって，適切なタンパク質配列や処方検討によって，自発的なナノメート
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ル凝集体の生成を防ぐことが重要である． 
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第 4 章 総括 

従来，周波数の違いだけでは低 g 力と凝集体生成の関係の解釈が困難であったが，本

研究において，輸送時の低 g 力について，低 g 力を加速度と周波数の組み合わせとして

検討したところ，凝集体生成へとつながる低 g 力には加速度と周波数からなる境界線が

存在することが明らかとなった． 

具体的には，第 2 章では，バイアルに充填した 3 種類のタンパク質溶液に，周波数と

加速度を変化させながら，実輸送に近い 3 軸方向の振とうを加え，輸送時の低 g 力の何

が凝集を引き起こしているかを検討した．その結果，2.3.3 項に示したミクロン凝集体

生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を超えるまでは振とうに伴う変化が

無かったことに対し，加速度の境界線を超えると，ミクロン凝集体濃度の急激な上昇が

認められた．興味深いことに，この境界線は，凝集に対する安定性が異なる 3 種類のタ

ンパク質溶液で共通であったこと，溶液充填量，バイアルの向き及びバイアルサイズと

いった，H／D 比を変化させる要因に影響を受けたことから，タンパク質の特性という

より，溶液の動きに影響を受けると考えられた．また，ABB でも，自発的なナノメート

ル凝集体の生成を加速させることが明らかとなった． 

輸送時の凝集体を評価する方法を考察するため，輸送時における凝集リスク評価に，

広く用いられるオービタルシェイカ―を利用した強制分解試験の先行研究結果につい

て，ミクロン凝集体生成の境界線としての観点から，本輸送試験システムの三次元方向

の振とうと比較した．その結果，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速

度の境界線については大きな乖離が無いことが示唆された．したがって，オービタルシ

ェイカ―を用いた振とう試験は，二次元方向の振とうであるが，ミクロン凝集体生成に

関する振とうの周波数及び加速度の境界線を上回る振とうで生成する，ミクロン凝集体

生成のリスクを評価するには十分に有用であると考えられた． 

第 3 章では，第 2 章で特定された，振とうによるミクロン凝集体生成及びナノメート
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ル凝集体生成の加速のメカニズムを検討した．AAB によるミクロン凝集体生成につい

ては，界面活性剤の添加によりミクロン凝集体の生成が抑制されたことから，AAB は

主に界面を介した経路でミクロン凝集体を増加させることが示唆された．凝集に寄与し

得る界面は，固液界面及び気液界面の 2 種類であるが，AAB を加えることで生じる，

波面の崩壊を伴う大きな溶液の動きが，2 つの界面の双方を介してミクロン凝集体を生

成したと考えられた．具体的には，AAB に伴う大きな溶液の動きで固体―液体―気体

の 3 つの界面が広範囲で速く移動することにより，界面張力に由来する力や，せん断応

力が界面に働く．この力により，固液界面に吸着したタンパク質のフィルムが剥離し，

ミクロン凝集体が生じたと考えられた．また，気液界面を介した凝集も，波面の崩壊に

起因し，以下のメカニズムで生成したと考えられた．波面の崩壊を伴う大きな液の動き

は，気液界面の表面積を大きく変化させ，気液界面の面積を高い膨張圧縮比で変化させ

ることで，気液界面を介した凝集を引き起こす．この膨張圧縮を十分な回数繰り返すこ

とで，界面からバルク溶液中にミクロン凝集体が放出されたと考えられた．このメカニ

ズムは，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線が，波面の崩

壊と相関したこと，また，タンパク質の種類ではなく，波面の崩壊に寄与する H／D 比

によって加速度の境界線が増減したことからも支持された．  

一方，ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線に関わらず，

振とうによって生じた自発的なナノメートル凝集体の生成促進は，界面活性剤を添加し

ても防ぐことができず，気液界面や固液界面の影響を評価した実験でも，界面の影響は

認められなかった．これらの結果から，自発的なナノメートル凝集体の振とうによる加

速は，界面ではなく，バルク溶液中で生じた反応と考えられた． 

上記の研究結果より，輸送時に発生する低 g 力のうち，ミクロン凝集体を生成させる

周波数や加速度の振とう，またその振とうが凝集を引き起こすメカニズムが示された． 

これらの結果から，以下のような凝集体抑制方法を提案した．まず，ミクロン凝集体
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の生成を，界面活性剤以外のアプローチで抑制する方法である．AAB によるミクロン

凝集体生成には固液界面が関与するため，タンパク質の吸着を抑える容器や栓を選択す

ることで，界面活性剤の濃度を低減することが可能と考えられた．また，界面を介した

凝集には加速度の境界線が確認されたことから，二次包装や輸送プロセスの最適化によ

り振動の加速度を境界線未満に抑えるアプローチが有効である．さらに，バイアル内の

溶液の H／D 比を下げることで，ミクロン凝集体生成の境界線を高めることも有効なア

プローチと言える．これらの工夫により，振動の加速度をミクロン凝集体生成の境界線

未満に抑えることができれば，界面活性剤の必要性は下がり，界面活性剤の除去または

低減につながり得る． 

一方で，自発的なナノメートル凝集体生成の加速は，界面ではなくバルク溶液中で生

じることから，界面活性剤では抑制できない．さらに，ミクロン凝集体生成に関する振

とうの周波数及び加速度の境界線に関わらず，弱い振とうでも促進されることから振動

加速度の低減による抑制が難しい．これらを考慮すると，根本的な解決のためには自発

的なナノメートル凝集体の生成を防ぐための，アミノ酸配列や製剤処方の最適化，具体

的には分子の分散の安定性を示す，コロイド安定性を高める処方の選定等が有効な手段

と考えられた． 

以上のとおり，凝集を引き起こす輸送時の低 g 力及びそのメカニズムが解明されたこ

とで，より適切な凝集体抑制方法及び目的に応じた評価方法を提唱した．この研究が，

輸送時に生じる凝集体生成リスクの正しい理解と対応につながると考えられ，タンパク

質医薬品の品質確保に貢献することが期待される．  
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略語リスト 

略号 

AAB：ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を上回る加速度

の振とう 

ABB：ミクロン凝集体生成に関する振とうの周波数及び加速度の境界線を下回る加速度

の振とう  

ASTM：米国材料試験協会規格 

COP：シクロオレフィンポリマー 

CTLA4-Ig：組み換え IgG Fc ドメインと T 細胞受容体の可溶性部分からなる融合タンパ

ク質 

CTLA4-Ig in PB：10 mM リン酸緩衝液（pH 5.0）中に希釈した CTLA4-Ig 溶液 

FIM：フローイメージング顕微鏡 

HB：20 mM ヒスチジン緩衝液（pH 6.0） 

HB NaCl：150 mM NaCl を含む 20 mM ヒスチジン緩衝液（pH 6.0） 

IgG：リツキシマブ 

IgG in HB：20 mM ヒスチジン緩衝液（pH 6.0）中に希釈したリツキシマブ溶液 

IgG in HB NaCl：150 mM NaCl を含む 20 mM ヒスチジン緩衝液（pH 6.0）中に希釈した

リツキシマブ溶液 

IgG54suc：IgG in HB NaCl にスクロースを 54%加えた溶液 

IgG66suc：IgG in HB NaCl にスクロースを 54%加えた溶液 

NaCl：塩化ナトリウム 

PS20：ポリソルベート 20 

PS80：ポリソルベート 80 

P188：ポロキサマー188 
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PB：10 mM リン酸緩衝液（pH 5.0） 

PFS：プレフィルドシリンジ 

qLD 法：定量的レーザー回折法 

SE-HPLC：サイズ排除高速液体クロマトグラフィー 

SVM：サポートベクターマシン 

サブマイクロメートル凝集体：100-2000 nm の凝集体 

ナノメートル凝集体：二量体（数十 nm 以下）から 100 nm 未満の凝集体 

SD：標準偏差 

ミクロン凝集体：2-100 µm の凝集体 

 

指標 

kobs：モノマー消失速度係数（h-1） 
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付録 

表 S 1  FIM による初期値測定時のミクロン凝集体（≥ 2 μm）濃度の平均，SD 及び平

均+3SD  

  Particle ≥ 2 µm (#/mL)  

 IgG in HB NaCl 

(n=21) 

IgG in HB 

(n=10) 

CTLA4-Ig in PB 

(n=9) 

Mean 524 282 11308 

SD 269.2 161.5 3121.6 

Mean + 3 SD 1331.6 766.5 20672.8 
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表 S 2  周波数と加速度を変動させ，24.0 時間振とうまたは静置した後の IgG in HB 

NaCl 及び IgG in HB 中の可溶性タンパク質に対するナノメートル凝集体の相対的な含

量．  

Agitating parameter 

（Frequency and acceleration） 

Relative content of nanometer aggregates after 24 h (%) 

 (Mean ± SD) 

IgG in HB NaCl IgG in HB 

Quiescent 0.5 ± 0.04 0.8 ± 0.14 

10 Hz 0.7 G 0.9 ± 0.04 0.9 ± 0.07 

10 Hz 1.0 G 0.5 ± 0.10 - 

10 Hz 2.0 G 0.4 ± 0.09 - 

20 Hz 1.6 G 1.0 ± 0.03 - 

20 Hz 3.5 G 0.1 ± 0.09 1.0 ± 0.02 

21 Hz 2.0 G 0.4 ± 0.15 - 

30 Hz 2.0 G 1.1 ± 0.13 - 

20 Hz 2.4 G 0.7 ± 0.05 - 

30 Hz 2.7 G 0.5 ± 0.10 0.4 ± 0.20 

30 Hz 3.5 G 0.6 ± 0.19 0.7 ± 0.02 

40 Hz 3.5 G 1.2 ± 0.02 0.8 ± 0.07 

40 Hz 6.3 G Not detectable 0.8 ± 0.15 

44 Hz 5.0 G 0.6 ± 0.17 - 

50 Hz 1.5 G 0.4 ± 0.15 0.2 ± 0.00 

50 Hz 3.5 G 1.0 ± 0.08 0.6 ± 0.02 

50 Hz 4.1 G 0.9 ± 0.04 - 

50 Hz 4.4 G - 0.5 ± 0.08 

50 Hz 4.5 G 0.7 ± 0.16 - 

50 Hz 6.3 G 1.0 ± 0.18 0.5 ± 0.04 

50 Hz 9.7 G Not detectable - 

55 Hz 4.2 G 0.6 ± 0.10 - 

55 Hz 5.0 G 0.8 ± 0.12 - 
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a 

 
 

b 

 

図 S 1  30 Hz 2.7 G で 24.0 時間振とうした IgG in HB NaCl 中のミクロン凝集体濃度

（a），モノマー及び可溶性タンパク質のリカバリーの再現性（b）．繰り返し 3 回の独

立した実験結果を示した. FIM（a）及び SE-HPLC（b）3 回測定における SD をエラー

バーとした． 
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図 S 2  異なる素材のバイアル（COP 及びホウケイ酸ガラス）を用いた，AAB（50 

Hz，6.3 G）による振とう試験後の IgG in HB NaCl のミクロン凝集体濃度．FIM の 3 回

測定における平均値を示し，SD をエラーバーとした．*：Welch’s t-test，p < 0.05． 
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