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第１章 序章 

第１節 研究背景 

バイオ医薬品 

バイオテクノロジー応用医薬品（以下「バイオ医薬品」と呼ぶ。）は、細胞培養や遺伝子

組換えといった分子細胞生物学的手法を用いて製造される医薬品と定義されている 1,2。バ

イオ医薬品は、従来主要な処方薬であった低分子医薬品の約 200 倍から 1,000 倍の分子量

を持ち、その構造と製造工程はより複雑である。一方で、生物を資源として製造されるた

め安全性が高く 3、また標的分子に対する特異性も高いため、がんや心臓病、感染症、関

節炎、多発性硬化症といった幅広い疾患の治療に利用されている 4。バイオ医薬品は、そ

の用語が 1980 年代に誕生して以来、多くの製品が上市し、売上高を伸ばしてきた。2016

年には全処方薬の約 10%に相当する約 200種類のバイオ医薬品が市場に導入され、2018年

には約 400 種類のバイオ医薬品が日本、米国、欧州で承認された 5。近年の急成長を考慮

すると、今後もさらなるバイオ医薬品の開発や製造が予想される。 

 

バイオ医薬品の不純物粒子分析 

 現在、ほとんどのバイオ医薬品は遺伝子組換え技術により生産されており 6、宿主に目

的遺伝子を導入することで、目的物質である組換えタンパク質が合成される。最終製品と

なるまでの製造工程は、複雑かつその工程数も多い。このためバイオ医薬品には、目的物

質であるタンパク質以外に、製剤の品質と安全性を損なう不純物粒子が混入する可能性が

ある 7。バイオ医薬品に含まれる可能性のある不純物粒子は、目的物質の物理化学的性質

が変化した目的物質由来不純物、宿主細胞由来タンパク質や核酸などの製造工程由来不純

物、および製造工程には本来存在しない外来性の化学物質または微生物といった混入汚染

物質に分類される 7–9。これらの不純物粒子は、その特性によっては患者の命に関わるよう

な有害事象をもたらす危険性を秘めているほか、有効性や安全性に悪影響を与える可能性

が指摘されている 9–12。このため、製剤に含まれる不純物粒子のレベルを最小限にし、か

つその品質特性を明らかにすることが必要不可欠である。医薬品規制調和国際会議では、
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日本、米国および欧州の規制当局と製薬業界の専門家らにより、医薬品の品質規格を設定

するにあたって考慮すべき原則や適切な分析手順を定めたガイドラインが発行されており、

組換えタンパク質医薬品に関する同様のガイドラインも世界保健機関によって提供されて

いる 13。これらのガイドラインは、バイオ医薬品の品質を確保するための工程内管理や品

質管理戦略の構築に有用であり、製造されたバイオ医薬品が定められた規格に準拠するた

めにも、精確で再現性のある堅牢な不純物粒子分析手法が必要とされる。 

 

不純物粒子分析における顕微鏡の利用 

バイオ医薬品には、様々なサイズや質量、構成、特性を持つ不純物粒子が混入する可能

性があり、分析目的や分析範囲が多岐にわたることから、製品開発の各段階で不純物分析

手法をどのように選択するかが重要となる 7。多くの場合、バイオ医薬品の不純物粒子の

分析には、クロマトグラフィーや光遮蔽粒子計測法、目視試験といった複数の分析手法を

組み合わせることが望ましいとされる 7,14。さらに、分析手法の選択および組み合わせに

あたっては、目的物質から目的物質由来不純物と製造工程由来不純物を分離、あるいは識

別することに重点をおくよう最適化される 15,16。しかし、なかには目的物質とサイズや質

量、および構成が類似する不純物粒子が存在することがあり、上記の分析手法を組み合わ

せたとしても、それら不純物粒子を目的物質から分離、検出、および識別するのは困難な

ことがある。そのような場合、不純物分析において有効な補完的データを与えることが可

能であるのは、顕微鏡による分析である。顕微鏡を用いた特性解析は、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の特性評価で実施されているほか 17、近年開発

や承認が進む遺伝子治療薬の特性評価にも応用が期待されている。 

 

抗体医薬品の不純物粒子分析 

抗体医薬品 

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（以下「抗体医薬品」と呼

ぶ。）は、がん、炎症性疾患、新血管疾患、臓器移植、感染症、呼吸器疾患、眼科疾患の
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治療に利用されている 1。現在 100 品目を超える抗体医薬品が日米欧で承認されており、

そのほとんどが、がんや自己免疫疾患の治療に使用されている。世界保健機関は、2030年

には新たながん患者数が 2,700 万人に増加すると推定しており 18、将来的な抗がん剤治療

の需要を考慮すると、抗体医薬品が承認済みの抗がん剤において主要グループになること

が予想される 1。また、従来の抗体医薬品よりも優れた有効性を持つ次世代抗体の普及や、

高特異性抗体の開発も進んでいる。このため、抗体医薬品の市場は今後も動的に発展し、

販売数や売上のさらなる増加が見込まれる。 

 

抗体医薬品に含まれる不純物粒子 

抗体医薬品には、製造工程や輸送、保管、投与の段階で、目的物質由来不純物粒子や製

造工程由来不純物粒子が発生、および混入する可能性がある 19–22。これに対し日本薬局方

では、抗体医薬品を含むタンパク質医薬品注射剤で生じる不溶性微粒子が、製品の安全性

に関わる重要品質特性として評価、および管理するべきとしている 23。第十七改正日本薬

局方第二追補で収載された一般試験法〈6.17〉「タンパク質医薬品注射剤の不溶性微粒子

試験法」では、10 µm 以上、および 25 µm 以上の不溶性微粒子について、1mL あたりに含

まれる粒子数に上限値を設けているほか、タンパク質医薬品注射剤の取扱いの留意事項を

記載している 24。一般試験法の大部分は、日本薬局方、米国薬局方、および欧州薬局方の

調和合意に基づいており、三薬局方による不純物粒子の厳しい規制が設定されている 16,25–

31。また、米国薬局方の General Chapter <1787> “Measurement of Subvisible Particulate Matter”

によると、非経口製剤における不純物粒子は、そのサイズによって、目で見える粒子（ビ

ジブル粒子）と、目で見えない粒子（サブビジブル粒子）に分類され、100 µmを超える粒

子がビジブル粒子、1-100 µm の範囲の粒子がサブビジブル粒子と定義されている 26。ビジ

ブル粒子やサブビジブル粒子が最終製剤に含まれている場合、重篤な副作用を引き起こす

危険性が示されていることから、製剤の安全性および安全性に影響を与える可能性がある

品質特性として規制対象となっている 26。非経口製剤中に存在する粒子はさらに、内在性

粒子、内因性粒子、外来性粒子という 3 つのカテゴリーに分類される 26,32。内在性粒子は、
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原薬および他の製剤成分から成る粒子と定義される。非経口製剤に含まれる代表的な内在

性粒子は、凝集体である。凝集体は、目的物質であるタンパク質が様々な要因で変性し、

相互作用することで形成される多量体である。凝集体は、pH 変化や浸透圧変化といった

化学的ストレスや、温度変化や攪拌、振盪といった物理的ストレスを受けることで生じ、

薬理作用の低下や免疫原性を増強させる危険性が報告されている 20,33–39。このため、アメ

リカ食品医薬品局（Food and Drug Administration; FDA）の発表するガイドラインでは、製

剤に含まれる凝集体を最小限にすることが推奨されている 40–42。次に、内因性粒子は、最

終製品に含まれる材料に由来する粒子と定義され、賦形剤といった目的物質以外の成分や、

組立工程で利用される資材や包装材を発生源とする。例として、ステンレス、シール、ガ

スケット、包装用ガラス、エラストマー、送液用チューブ、シリコーンオイル油滴、遊離

脂肪酸などが挙げられる。最後に、外来性粒子は、目的物質や製造工程に由来しない粒子

を指し、生物源由来物質（繊維、昆虫、花粉、植物物質など）、建築材料（ガラス、プラ

スチック、ゴム、金属、塗料など）、ヒト由来の異物（上皮細胞、毛髪、衣類の一部など）

が例として挙げられる（図 1）。このように、粒子の発生源は複数存在するため、適切な工

程管理戦略を構築するためにも、不純物粒子が何であるかを特定し、それらが内在性粒子、

内因性粒子、および外来性粒子のいずれであるかを分類することが重要である。 

 

図 1. 抗体医薬品に含まれる可能性のある不純物粒子のサイズ範囲と 3 つのカテゴリー 
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顕微鏡による不純物粒子分析 

非経口製剤では現在、三局方により規制対象となっている粒子サイズは、10 µm以上の粒

子に限定されている。しかし、米国薬局方 General Chapter <1787>では、2-10 µm の凝集体

も免疫原性を持つ可能性があるとして、非経口製剤に含まれうる他の不純物粒子と区別し

つつ、凝集体を定量することが推奨されている 26。そこで、非経口製剤の不純物粒子分析

に利用されるのが、フローイメージング顕微鏡である。フローイメージング顕微鏡は、液

体製剤中に存在する微小粒子の画像を取得することで、粒子のサイズや形態を解析するこ

とが可能な光学顕微鏡である 17,38,43–50。フローイメージング顕微鏡には、石英素材の小さ

く薄いフローセルと、それを照射する光源が搭載されている。液体サンプルを注入すると、

ポンプによって液体サンプルがフローセルに送液される。そこで、高性能の高速 CCD

（Charge-coupled device）カメラがフローセル内の様子を連続撮影することで、フローセ

ルを通過した液体の画像を取得することができる。溶液とは異なる屈折率を持つ粒子が液

体サンプルに存在する場合、粒子は背景と比較して光の強度を低下させるため、粒子の検

出と粒子画像の切り出しが可能となる（図 2）。検出された粒子画像は、画像解析により、

粒子のサイズや円形度、アスペクト比、透明度といった、形態に基づくパラメータ（以下

「形態パラメータ」と呼ぶ。）を取得することが可能となる。フローイメージング顕微鏡

は、透明度の高い粒子の検出に優れており、粒子によって遮断された光の強度から粒子濃

度と粒子サイズを評価する光遮蔽粒子計測法よりも、正確な粒子の形態を高感度で評価可

能な分析手法として、非経口製剤の特性解析に使用されている 51。実際に FDA の Kotarek

らは、アナフィラキシー症状の誘発により回収となったバイオ医薬品の事故原因調査にお

いて、光遮蔽粒子計測法では検出できなかった粒子がフローイメージング顕微鏡では検出

されたことを報告しており 52、フローイメージング顕微鏡を利用した不純物粒子定量の重

要性が示唆されている。 
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図 2. フローイメージング顕微鏡による分析の概略 

 

遺伝子治療薬の不純物粒子分析 

遺伝子治療 

遺伝子治療は、特定の疾患を治療するために患者へ遺伝子を補うほか、患者の異常な遺

伝子の発現を改変および操作し、細胞の生物学的な特性を改善する技術である 53–56。遺伝

子治療は、これまで従来の薬物療法では完治できなかった疾患にも対処できる治療法とし

て、今世紀における研究のホットスポットの一つとなっている。遺伝子治療の始まりは、

19世紀に遡り 57、1970年にアメリカでアルギナーゼを含むパピローマウイルスを投与する

ことでアルギニン血症の治療を試みたのが、人類初の遺伝子治療試験であった 58。1990年

にはアデノシンデアミナーゼ（Adenosine deaminase; ADA）遺伝子を保有する組換えレト

ロウイルスを使用して形質転換した T 細胞を投与することにより、ADA 欠損症の治験を

行なった 59。この治験は、連邦政府により初めて承認された遺伝子治療実施プロトコルで

あり、以来長い道のりを経て、遺伝子治療は現在、多くの医療分野で新たな治療への選択

肢を生み出している。遺伝子治療は、ex vivo 遺伝子治療と in vivo 遺伝子治療の 2種類に大

別される 54。ex vivo 遺伝子治療は、患者から採取した細胞を培養し、細胞に目的遺伝子を

導入することで形質転換した細胞を患者に移植する治療法である。一方、in vivo 遺伝子治

療は、ベクターと呼ばれる遺伝子を送達するための分子を用いて、患者体内の標的細胞に

目的遺伝子を導入する治療法である。遺伝子を導入するには、患者の標的細胞の細胞膜を

越え、核内に輸送する必要があるため、遺伝子治療には様々なベクターが利用されている。

ベクターは、ウイルスベクターと非ウイルスベクターに分類され、2010 年から 2020 年ま
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でに実施された臨床試験の、およそ 70%でウイルスベクターが用いられている 56。なかで

も、臨床応用が承認された初めてのベクターであるのが、アデノ随伴ウイルス（Adeno-

associated virus; AAV）ベクターである 60。 

 

アデノ随伴ウイルスベクター 

AAV は、1965 年にアデノウイルス製剤の不純物として発見された、パルボウイルス科の

非エンベロープウイルスである。AAV は現在 100種類以上の血清型が報告されており 61、

その血清型によって組織指向性が異なる。AAVは、非病原性であるため他のウイルスベク

ターと比べて安全性が高く、また組織指向性による治療の選択性や形質導入効率も高い。

さらに、AAV によって送達された DNAゲノムは、非分裂細胞だけでなく分裂細胞におい

ても導入遺伝子が安定的かつ長期的に発現することが知られている 56,62。これらの有用性

により、AAVは血友病や脊髄性筋萎縮症といった難病に対する治療薬として承認され、治

療に用いられている。2019 年以降、米国や欧州のみならず、日本でも AAV ベクター製剤

が承認されるようになった。現在日本で承認されているのは、脊髄性筋萎縮症の治療薬で

ある Zolgensma（Novartis Gene Therapies社）と、RPE65欠損レーバー先天性黒内障の治療

薬である Luxturna（Spark Therapeutics社）であり、それぞれ AAV血清型 9 と AAV血清型

2が使用されている。 

AAV は、カプシドと呼ばれる正二十面体の外郭を持ち、そのサイズはおよそ 26 nmほど

である 63–65。カプシドを形成するサブユニットは、ウイルスタンパク質（Viral protein: VP）

と呼ばれ、AAVカプシドの場合、3種類の VP（VP1、VP2、および VP3）のモル比がおよ

そ 1:1:10となる VP60量体から構成される（図 3（a））。AAVカプシドには、およそ 4.7 kb

の一本鎖 DNAゲノムを内包することができる。野生型 AAV の DNAゲノムには、ウイル

スゲノムの複製に必要なRep、VPの生成に必要なCap、およびカプシド形成に必要なAAP

と呼ばれる 3 つのオープンリーディングフレームが含まれており、そのオープンリーディ

ングフレームを挟むようにして逆位反復配列が隣接している（図 3（b））。治療で用いられ

る組換え AAV ベクターは、オープンリーディングフレームを目的遺伝子に置換すること
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で作製することが可能である（図 3（c））。組換え AAV ベクターは主に、HEK293 細胞を

用いた一過性トランスフェクションと呼ばれる製造方法により産生される 66–68。一過性ト

ランスフェクションでは、目的遺伝子とその両サイドに野生型 AAV 由来の逆位反復配列

を含むトランスジーンプラスミド、Rep 遺伝子および Cap 遺伝子を含む Rep-Cap プラスミ

ド、VP の発現と DNAゲノムの複製に必要なタンパク質の遺伝子を含むヘルパープラスミ

ドが用いられる。これら 3 種類のプラスミドを HEK293 細胞に感染させることで、VP の

発現、および目的遺伝子を内包しながらのカプシド形成が細胞内で行われ、組換え AAV

ベクターが産生される。 

 

 

図3. アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）の（a）カプシド構造、（b）野生型AAVのDNA

ゲノム、および（c）治療用組換え AAV の DNAゲノム 

 

アデノ随伴ウイルスベクター製剤に含まれる主要な不純物粒子 

組換え AAV ベクター製剤に含まれる主な不純物粒子は、空粒子と呼ばれる AAV カプシ

ドである 69,70。空粒子は、HEK293 細胞の形質転換において、カプシド形成時に遺伝子が
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内包されなかったカプシド、あるいは遺伝子が内包されたものの物理化学的ストレスによ

って遺伝子が放出してしまったカプシドを指す。通常、カプシド内が「空」の状態の

AAV粒子が空粒子と呼ばれ、完全長の DNAゲノムを内包する AAV粒子は完全粒子と呼ば

れる 71–75。すなわち、完全粒子は組換え AAV ベクター製剤における目的物質であり、空

粒子は目的物質由来不純物として分類される 8,76。空粒子は、細胞で生成される総 AAV 粒

子のおよそ 50%から 90%に相当する可能性があり 67,77、空粒子を実質的に除去しない場合、

組換え AAV ベクター製剤には、完全粒子よりも過剰の空粒子を含むことになる。この際

に問題となるのが、AAV カプシドに対する免疫反応の増強である。AAV カプシドは主要

組織適合性複合体クラス I の提示経路にアクセスすることが可能であり、その結果、カプ

シド特異性細胞障害性 T 細胞による抗原認識と抗原排除を活性化することが示されている

78–82。なかでも、AAV血清型 2および AAV血清型 8のカプシドに由来するペプチドが、形

質導入の標的細胞であった肝細胞において、免疫毒性に関与していたという報告もあり 83、

実際に AAV 血清型 8 を使用した臨床試験では患者の死亡が確認されるという有害事象も

見られた 84–86。死亡原因と空粒子の直接的な関係性は未解明であるものの、空粒子がカプ

シド反応性リンパ球を誘発したことで、肝臓毒性を示す酵素であるトランスアミナーゼが

上昇したと推測されている 79,87。また、マウスを用いた実験では、完全粒子よりも空粒子

が T 細胞の増殖を有意に高く誘導したという報告もあり、空粒子自体の免疫原性も示唆さ

れている 79,87。これらの結果から、空粒子を除去することが、免疫毒性を最小限に抑える

ための戦略とされ、FDAのガイダンスにおいても空粒子の除去とその特性評価が推奨され

ている 76。現在、FDAや CMCガイダンスに対し、全 AAV粒子のうち空粒子が占める割合

を 30%未満にするよう推奨する企業も存在する一方 88、その推奨は非現実的であると主張

する企業も見られる 72。しかし、これまで数多く報告されている空粒子の免疫毒性を考慮

すると、今後は空粒子の混入がごく僅かな高純度組換え AAV ベクター製剤の需要が高ま

ることが予想される。 

空粒子の除去は、製造の下流工程において、タンジェンタルフローフィルトレーション、

アフィニティークロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロマ
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トグラフィー、そして密度勾配超遠心分離などを組み合わせた精製により実施される

69,75,89,90。なかでも密度勾配超遠心分離は、空粒子などの不純物を効率よく分離し、かつ

完全粒子の濃縮も同時に可能な手法として組換え AAV ベクターの臨床製造でよく使用さ

れる。しかし、これらの手法を用いて空粒子を注意深く除去したとしても、空粒子を完全

に取り除くことはほぼ不可能である。各精製手法には限界があるうえ、組換え AAV ベク

ターは、加熱や pH変化により、内包していた DNAゲノムを放出することが示されている

91–93。このため、組換え AAV ベクター製剤には、投与の段階で少なからず空粒子が含まれ

るというのが現状である。現時点では、組換え AAV ベクター製剤の投与において、空粒

子の残留レベルは考慮されていないものの、2023年に米国で承認されたデュシェンヌ型筋

ジストロフィー治療薬 ELEVIDYS（Sarepta Therapeutics 社）について、FDA の Briefing 

Document では、製造工程によっては空粒子の除去が不十分であることを指摘しつつ、カ

プシド用量の増加による安全性と有効性の低下を懸念している 94。 

 

顕微鏡による不純物粒子分析 

組換え AAV ベクター製剤に含まれる空粒子を定量するためには、さまざまな分析手法を

用いることが可能である 95,96。超遠心分析（Analytical ultra-centrifugation; AUC）や電荷検

出質量分析（Charge detection mass spectrometry; CDMS）は、それぞれ沈降係数および質量

の違いに基づき完全粒子と空粒子を分離することで、精製サンプルにおける全 AAV 粒子

に含まれる完全粒子の割合（Full/Empty ratio; F/E ratio、以下「F/E 比」と呼ぶ。）を正確に

解析することが可能な手法である 95,97–99。その他、カプシドの完全性を観察する手法とし

て、透過型電子顕微鏡（Transmission electron microscopy; TEM）が用いられる 73。TEM は、

電子銃によって加速された電子線を試料に照射し、その透過電子線の情報から試料分子の

電位の空間分布を解析することで、高解像度顕微鏡画像を取得することができる手法であ

る。TEM による AAV 粒子の観察は従来、負染色法が用いられてきた 100。負染色法では、

酢酸ウランなどの重金属を含む染色液で、試料間にある隙間や試料周辺の支持膜（ろ紙な

ど）を染色し、試料のコントラストを TEM で観察する手法である。試料が乗っていない
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支持膜部分には、重金属が残存しているため電子線の透過量が減少する。このため、試料

部分は白く、それ以外の部分は黒く見える電子顕微鏡画像を得ることができる。負染色法

で組換え AAV ベクター製剤を分析すると、空粒子はカプシド内に DNAゲノムが存在しな

いため、重金属がカプシド内部に残存することになる。よって、空粒子の中心部は黒く写

る。一方で、完全粒子は、カプシド内の DNA ゲノムが重金属の侵入を防ぐため、粒子の

中心部分は白いままである（図 4 (a)）。この中心部の染色度合いの違いにより、顕微鏡画

像に写る AAV 粒子を完全粒子と空粒子に分類することが可能となり、F/E 比を求めること

ができる。しかし、負染色法では、酢酸ウランといった酸性の染色液を使用することによ

り pH 変化が生じ、DNA ゲノムの放出やカプシドの変性、あるいはカプシド崩壊による

F/E 比評価の不正確性が懸念されている。また負染色法は、染色液を乾燥させる工程が含

まれており、この乾燥による試料へのダメージも、不正確性の要因となる。その結果、

TEM による F/E 比の分析結果は、AUC や CDMS といった他の分析手法と一致しないこと

が多く、信頼性と精度に問題があった 67,95,101。 

そこで、近年新たな特性解析手法として応用が期待できるのが、クライオ電子顕微鏡で

ある。クライオ電子顕微鏡の基本的な測定原理は TEM と同様である。一方、TEM との大

きな違いは、（1）測定条件と（2）サンプル調製の 2点である。 

（1） 測定条件 

 クライオ電子顕微鏡では、試料の観察が液体窒素温度下（-196℃）で行われる。

液体窒素温度下では室温と比較して、電子線による損傷が 6 倍も軽減することが

知られている 102。これにより、通常の TEMよりもはるかに高い電子線量で試料の

高解像度画像を取得することが可能となる。 

（2） サンプル調製 

 クライオ電子顕微鏡分析のための前準備として、アモルファス状の薄い氷の層

で試料を急速に凍結する氷包埋法が用いられる。氷包埋法では、液体窒素により

冷却した液体エタンに、ごく少量の液体サンプルをアプライした金属製のグリッ

ドを浸けることで、サンプルの溶媒である水分子をアモルファス状にする（ガラ
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ス化）ことができる。これにより、溶液環境における試料を固定した状態で観察

ができるだけでなく、凍結時に観察対象の分子よりも大きなサイズを持つ氷の生

成が抑えられ、氷と分子の衝突による試料へのダメージや変性を防ぐことができ

る。また、負染色法と異なり染色液を使用しないため、染色による変性の心配が

なく、ほぼ天然状態の分子を観察することが可能となる。 

 このようにクライオ電子顕微鏡は、試料を変性させることなく高解像度で分子を観察で

きる手法として開発され、2017 年にはノーベル化学賞の受賞対象として選ばれた 103。さ

らに近年、クライオ電子顕微鏡画像を利用した立体構造解析も盛んに行われている 102。懸

命な立体構造解析ソフトの開発により、X 線結晶構造解析や核磁気共鳴画像法では観察が

難しい AAV のような巨大高分子に対しても構造解析が可能となった 104。クライオ電子顕

微鏡により取得した AAV の粒子画像は、通常の TEM と同様に完全粒子と空粒子の区別が

容易である。原子が密であるほど透過する電子線量が減少するため、負染色法とは逆に、

完全粒子の中心は白く写り、空粒子の中心は黒く写る（図 4 (b)）。したがって、粒子の中

心部の明暗を表す形態パラメータから、不純物である空粒子と完全粒子を識別することが

可能となる。一方、クライオ電子顕微鏡画像は、高解像度であるがゆえに、データ容量が

膨大であり、さらに顕微鏡画像から観察対象である分子の画像を検出するには RELION や

CryoSPARC といった専用の解析ソフトウェアが必要である。ゆえに、各解析ソフトウェ

アにおける粒子画像の切り出しには多くの時間と、多種多様なアルゴリズムに対する専門

的知識と豊富な経験が要求される 105。 

 

図 4. AAV粒子の（a）負染色法による電子顕微鏡画像と、（b）クライオ電子顕微鏡画像。 
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不純物粒子分析技術の開発 

前述したように、バイオ医薬品中に含まれる粒子を画像化する技術は複数存在し、その

粒子画像から粒子の定量を補完的に実施することが可能である。しかし、バイオ医薬品に

含まれる不純物粒子のなかには、粒子の形態が類似しているために、形態パラメータや目

視による粒子の識別や同定が、依然として困難であるものがある。そこで、粒子を識別、

および同定する新たな分類手法として、人工知能の利用が進んでいる 106–110。 

 

人工知能 

 近年、バイオテクノロジーや生命科学分野において、人工知能（Artificial intelligence; 

AI）の利用が急速化している。AI の起源は 20 世紀のロボット発明から始まったとされる

111。1955 年には John McCrathy によって「人工知能（AI）」という用語が造語され、AI を

「判断力のある機械を作製するための科学および工学」であると定義した。AIはその後、

複雑な課題を解決するための代表的な高度コンピュータ技術として発展し、工学のみなら

ず、社会学や心理学など、あらゆる分野で急速に利用が拡大している。医療分野において

も AI の応用は目覚ましいものがある。実際、アメリカの手術用ロボット製造会社である

インテュイティブサージカル社が、AI を利用した手術システム「Da Vinci」を開発した 112。

Da Vinci は、2000年に FDA によって承認され、現在 5,000台以上の装置が世界中で稼働し

ている。また、AIを活用することで、疾患や遺伝形質の予測因子として一塩基多型などの

DNA 変異体を特定する新たな計算手法も開発されるなど、AI は医療分野の発展にも大き

く貢献している 113。 

 

機械学習 

AIの応用には、仮想と物理という 2つの主要部門がある 111。物理AIは医療機器や医療

用ケアロボットといった物理的実体に利用される。一方仮想 AI は、経験を通じて学習方

法を向上させる数学的アルゴリズムの機械学習が含まれる。機械学習には 3 つのタイプの

アルゴリズム; (1) 強化学習、(2) 教師なし学習、(3) 教師あり学習がある。 
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(1) 強化学習 

強化学習は、教師なし学習や教師あり学習とは異なり、既知の目的変数や入力変

数といった静的データセットに依存せず、動的な環境で動作するアルゴリズムであ

る 114。強化学習では、環境とソフトウェアエージェントの間で行われる試行錯誤の

やりとりを通じてデータポイントが収集され、実行されるアクションごとにソフト

ウェアエージェントは報酬と呼ばれるスカラーを受け取り、その蓄積報酬を最大化

させる手段を学習するアルゴリズムである。強化学習は、自動車の自動運転システ

ムやエレベータの制御システムなどに利用されている 115,116。 

(2) 教師なし学習 

教師なし学習は、トレーニングデータ内の入力特徴量、すなわち説明変数のみを

必要とし、学習アルゴリズムはその説明変数に基づいてトレーニングデータ内の隠

れた構造を発見する。多変量のデータを一貫したグループに分類するクラスタリン

グは、教師なし学習に分類される。バイオインフォマティクス分野では、クラスタ

リングはマイクロアレイや遺伝子発現解析に使用され、K 近傍法や階層的クラスタ

リング、スペクトルクラスタリングといったクラスタリングアルゴリズムが含まれ

る。正しい目的変数を事前に知ることができないため、クラスタリングのパフォー

マンスを直接測定することは不可能である。その代わり、クラスタリングにより注

目しているデータが分類されたかどうかをパフォーマンスの指標とするのが一般的

である 112,117。 

(3) 教師あり学習 

 教師あり学習は、各トレーニングサンプルの目的変数が既知である必要がある。

そのため、トレーニングサンプルは、説明変数と目的変数がペアの状態となってい

る。学習アルゴリズムは、プロセス内で定義された特徴を使用して、説明変数から

目的変数の値を予測するモデルをトレーニングする。目的変数が連続値である場合、

予測モデルは「回帰関数」と呼ばれ、離散的な値のセットを取る場合、予測モデル

は「分類器」と呼ばれる。教師あり学習問題の場合、既知の目的変数と予測された
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目的変数の差を測定することで、学習済みモデルのパフォーマンスを定量化するこ

とが可能である。教師あり学習には決定木やサポートベクターマシーン、ニューラ

ルネットワーク、線形回帰、非線形回帰といった手法が含まれており、これらは疾

患診断、医薬品の研究開発、ゲノム機能解析、バイオマーカーの認識、医用画像診

断といった用途で広く使用されている 112。 

 抗体医薬品の不純物粒子分析では、フローイメージング顕微鏡から取得される形態パラ 

メータの項目数や種類が多く、多変量の説明変数から目的変数を予測するためには複雑な 

機械学習モデルが使用される。過去に報告された抗体医薬品に含まれる不純物粒子を同定 

する機械学習モデルとしては、決定木、サポートベクターマシーン、勾配ブースティング 

決定木、ランダムフォレストが応用されている 118,119。分類器としての決定木は、各説明

変数で決定された閾値をもとにデータの分割を繰り返すことで、目的変数を予測する教師

あり学習アルゴリズムである 120。決定木のトレーニングでは、各説明変数での閾値や、デ

ータを分割する説明変数の順序および項目が学習される。決定木は、閾値や説明変数の次

元が多くなるほど複雑となり、分類精度に影響する。サポートベクターマシーンは、デー

タを目的変数に分割するための超平面となる関数を選択する教師あり学習アルゴリズムで

ある。サポートベクターマシーンのトレーニングでは、各データと超平面までの最小距離

であるマージンを最大化しながら超平面を選択していく。サポートベクターマシーンは過

学習が少なく、多変量の説明変数の分類に適しているとされる。勾配ブースティング決定

木とランダムフォレストは、決定木の分類精度をより高めるために考案されたアンサンブ

ル学習アルゴリズムである。勾配ブースティング決定木では、一部のトレーニングデータ

から作製された決定木モデルが誤分類したデータをもとに、誤分類を最小限にするような

新たな決定木をモデルに追加することで、全体としての分類精度を向上させることが可能

である 121。ランダムフォレストは、トレーニングデータからランダムに抽出された複数の

データセットから決定木を作製し、それぞれの決定木で予測された目的変数の多数決をと

ることで、説明変数が多変量であっても学習を高速化させることが可能である 122。 
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深層学習 

機械学習は、その学習アルゴリズムの違いによりさらに細分化される。従来の機械学

習では、説明変数であるトレーニングデータ内のパターン認識システムを構築する必要が

あるものの、生データから適切な内部表現や特徴ベクトルに変換する特徴抽出器を設計す

るためには、かなりの専門知識と慎重なエンジニアリングが必要であった。そこで、機械

に生データを与え、パターン認識に必要な特徴を自動的に検出できるようにしたのが深層

学習である 108。深層学習では、生データという単一表現をより抽象的な特徴に変換する非

線形モジュールを構成する。このような変換を組み合わせることで、非常に複雑な学習モ

デルを構築することが可能となる。予測モデルが分類器である場合、抽出する特徴を最も

抽象化するためには、パターン認識に重要な説明変数の一部を強調・増幅し、パターン認

識には無関係である部分の変動を最小限にするといった学習アルゴリズムを構築する。例

えば、ピクセル値の行列として表現される画像はまず、画像内の特定の方向および特定の

位置において、分類対象の要素（以下モチーフ）となる輪郭の存在を示す特徴が学習され

る（第一層）。次に、輪郭の特定の配置を認識することでモチーフを検出する（第二層）。

最後に、検出されたモチーフが組み合わさり、分類対象の一部として検出される（第三層

以降）。これらの特徴抽出層は人の手で設計されるのではなく、汎用性の高い学習手順で

トレーニングデータから学習されるため、手作業でのエンジニアリングがほとんど必要な

く、利用可能となるデータ量を大幅に増加させることができる。深層学習には、画像のパ

ターン認識が可能な畳み込みニューラルネットワークや、文字変換予測で利用される再帰

型ニューラルネットワークなどが含まれている。これらは、AI技術が長年達成できなかっ

た高次元データ内の複雑構造を発見することに優れており、画像認識、薬物動態および薬

物活性の予測、DNA の突然変異の影響を予測など、多くの分野で適用することが可能で

ある。 

 

人工知能による不純物粒子の分類例 

 バイオ医薬品のなかで、形態の類似性を原因とした粒子の同定が困難であり、特に分類
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手法の検討が進められているのが、凝集体とシリコーンオイル油滴である。凝集体はその

形状が様々である一方、シリコーンオイル油滴は球状であるため、球状粒子の識別を目的

とした形態パラメータのフィルターとして、アスペクト比が 0.85以上、あるいは円形度が

0.95以上である粒子をシリコーンオイル油滴とみなしていた 49,123,124。しかし、これらのフ

ィルターは、凝集体よりもシリコーンオイル粒子が多く存在する場合には凝集体の定量に

大きな誤差が生じることが多く、そのため正確な特性評価が困難とされていた 119,123,125。

そこで、単一の形態パラメータではなく、複数の形態パラメータを総合的に解析すること

で粒子の同定を可能にする AI の活用が進んできた。Shibata らは、フローイメージング顕

微鏡から取得可能な形態パラメータに基づき、10 µm 以上のサイズを持つ凝集体とシリコ

ーンオイル油滴を区別するため、決定木、畳み込みニューラルネットワーク、サポートベ

クターマシーンを応用した 118。これにより、10 µm 以上のサイズ範囲の凝集体とシリコー

ンオイル油滴の誤分類率が 10%以下に抑えられ、三薬局方によって規制対象となっている

非経口製剤に含まれる粒子を高精度で同定できる可能性が示された。さらに Saggu らは、

フローイメージング顕微鏡から取得した形態パラメータを利用し、ランダムフォレストに

よる分類モデルの構築を試みた。1-10 µm 範囲の凝集体とシリコーンオイル油滴をそれぞ

れ独立して分類した結果、誤分類率が 5%以下となり、構築したモデルが高い精度で凝集

体とシリコーンオイル油滴を分類可能であると示した 119。このように AI は、粒子の形態

パラメータから粒子を同定することが可能である一方、フローイメージング顕微鏡から取

得できる形態パラメータの項目数やその種類は、装置に搭載される解析ソフトウェアのア

ルゴリズムに依存しており、粒子分類において重要性の高い形態学的な特徴量が見逃され

る可能性があるほか、重要性の低い特徴量も同時に取得することで粒子分類性能が低下す

る可能性もある 119。 

 

畳み込みニューラルネットワークによる不純物粒子分析 

形態パラメータは通常、粒子画像から決定された粒子の関心領域に基づいて計算される、

粒子の形態を示す指標である。粒子画像から取得される形態パラメータの値は、関心領域
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を決定する閾値や解析アルゴリズムに依存するほか、粒子分類に対する各形態パラメータ

の重要性や高い分類性能を有するための形態パラメータの組み合わせは、実際に解析する

まで明らかにはならない。そこで、形態パラメータ非依存的な分類手法として、粒子分類

において重要となる形態学的な特徴量を粒子画像から自動的に抽出し、抽出した特徴量に

基づいて粒子を分類する畳み込みニューラルネットワーク（Convolutional Neural Network; 

CNN）が注目されつつある。 

 

CNN 

医療分野において、深層学習は画像のパターン認識に優れていることから、X 線画像

や CT（Computed tomography; CT）画像、磁気共鳴画像、ポジトロン CT 画像といった医療

用画像から疾患の発見、病期分類、治療効果のモニタリング、手術および放射線治療の指

導など、治療における様々な段階で深層学習の利用が増加している 107–109,126。画像のパタ

ーン認識で最も使用されるアルゴリズムが、CNNである 127,128。CNNの起源は、1979年に

福島邦彦らによって提唱されたネオコグニトロンと呼ばれる学習モデルにさかのぼる 129。

1990 年に、LeCun らによって、手書きの数字を分類するためのアルゴリズムとして CNN

が初めて利用され、その後 1990 年代の始めから物体検出や文字認識、顔認識など多くの

アプリケーションで利用されるようになった 108。1993 年には、CNN が医療用画像の分析

に導入され、胸部 X線画像から肺結節を検出することに成功した 130。また、同年に CNN

を用いてマンモグラムから微小石灰化を検出することにも成功し 131、その翌年には腫瘤の

検出にも成功するなど、医療用画像における CNN の有用性が示されてきた。 

 

CNN の構造 

 CNNの基本的な構造は、（1）畳み込み層、（2）プーリング層、（3）全結合層の 3つの成

分で構成される（図 5）108,127,128。以下では、画像解析における CNN の構造に焦点をあて

ながら説明する。 
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（1） 畳み込み層  

 畳み込み層は、特殊な線形演算である畳み込みなどの数学演算の積み重ねから構

成される。デジタル画像では、ピクセル値は 2次元の数値配列として表すことがで

きる。これに対し、最適化可能な特徴量抽出器である小さな格子状の数値データ

（以下「フィルター」と呼ぶ。）が画像の全範囲に適用されるようスライドされる。

スライドするごとに、フィルターと重なる画像部分の数値データと、フィルターの

数値データの要素ごとの積と和が計算され、それらの数値がテンソルと呼ばれる正

行列に変換される。最終的に出力されたテンソルは特徴マップと呼ばれ、以降の層

で利用される。CNN のトレーニングにおいては、誤差逆伝播法や確率的勾配降下

法といった非線形演算を通じて、教師データであるクラス既知の目的変数と、出力

された目的変数の差を最小限に抑えるよう、フィルターの数値データが最適化され

る。通常、特徴マップは入力テンソルと比較して高さと幅が減少するため、多くの

レイヤーを適用したい場合には、入力テンソルの両側に 0 の行列を追加するパティ

ングと呼ばれる手法が用いられる。 

（2） プーリング層 

 プーリング層では、後続するトレーニングにおいて学習しなければならないパラ

メータの数を減らすため、特徴マップの次元を削減するダウンサンプリング操作が

行われる。最も一般的なダウンサンプリング操作は、最大プーリングである。最大

プーリングでは、特徴マップからパッチと呼ばれる n行 n列の正方領域を抽出し、

各パッチの最大値のみを出力する。 

（3） 全結合層 

畳み込み層とプーリング層を繰り返し適用したのち、出力される特徴マップは最 

終的に 1 次元のベクトルに変換され、全結合層へ結合される。全結合層では、入

力された 1次元ベクトルが重みづけされ、シグモイド関数や ReLU 関数といった活

性化関数を通じて出力ベクトルとなるニューラルネットワークが実装される。全結

合層のレイヤーの数だけ入力ベクトルの重みづけと出力が行われ、最終的には活性
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化関数を通じて各目的変数、すなわち分類クラスに対する確率が出力される。これ

により、入力した説明変数に対する分類クラスが予測される。トレーニングにおい

ては、重みづけに必要な重みやバイアス値が学習される。 

ニューラルネットワークは、人の脳の神経伝達をモデルとしたネットワークであり、入

力層、隠れ層、出力層が相互的に接続された多数のニューロンによって構成される 132。各

層では、活性化関数を利用して入力値に重みとバイアスを加重し、次層の入力値として出

力する。活性化関数は、入力ベクトル値とバイアスの合計に重み付けした値を、次の層に

渡す際に使用され、ニューロンの起動を決定する関数である。活性化関数には、シグモイ

ド関数、ソフトプラス関数、tanh 関数、ソフトマックス関数、ソフトサイン関数、ReLU

（Recrified Linear Unitk）関数、ELU（Exponential Linear Units）などがあり、それぞれ用い

るデータや学習モデルの種類によって使い分ける 133。なかでも ReLU 関数は、深層学習の

アプリケーションのなかで最も広く使用されている活性化関数のひとつであり、他の活性

化関数と比較して優れた汎用性とパフォーマンスを示す。ReLU 関数は、入力ベクトル値

が 0未満の場合に出力ベクトル値を 0 で返す閾値演算となっており、入力ベクトル値を𝑥!

とした場合、以下の式で表される（式 1）。 

𝑓(𝑥) = 𝑚𝑎𝑥(0, 𝑥) = * 0, 𝑥! < 0
𝑥! , 𝑥! ≥ 0 -式 1/ 

ReLU 関数はほぼ線形関数であるため、最終的なクラス決定において意味を持たない入力

ベクトルを切り捨て、誤差を最小限にするための重みの最適化を容易にする線形モデルの

特性が保管されており、学習の高速化が可能となる。 

 ニューラルネットワークによる分類問題では、最終層でソフトマックス関数が用いられ

る。ソフトマックス関数は、実数ベクトルから確率分布を計算するために使用され、確率

の合計が 1 に等しい、0 から 1までの出力値を返す。最終層までの層数を𝑛とすると、ソフ

トマックス関数は以下の式で表される（式 2）。 

𝑓(𝑥!) =
𝑒"!

∑ 𝑒"!#
$%&

-式 2/ 

ソフトマックス関数では、入力された説明変数が各クラスに属する確率を返すことで、最
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も確率の高かったクラスを最終的な出力値として決定する。 

  

 

図 5: CNNの構造例。畳み込み層およびプーリング層では、入力画像（32 pixel × 32 pixel）

の特徴マップが使用するフィルターの枚数分抽出され、最終的に 1024 ユニットの 1 次元

ベクトルに全結合される。 

 

バイオ医薬品における CNN の応用 

 これまで、人の目では区別のつけられない粒子や、形態パラメータに基づく解析では発

生源を特定できない粒子を分類するための CNN が開発されてきた。Riba らは、組換えモ

ノクローナル抗体の生産細胞株として最もよく使用されているチャイニーズハムスター卵

胞細胞株について、イメージングフローサイトメトリーにより取得した細胞の画像から、

高抗体生産性細胞と低抗体生産性細胞を単一細胞レベルで分類する CNN を開発した 134。

これにより、クローニング細胞の成長度合いの予測や、高生産性細胞株の開発といった製

剤開発のワークフローに CNN を応用できる可能性が示唆された。Calderon ら、および

Gambe-Gibuena らは、フローイメージング顕微鏡を使用し、抗体医薬品で生じる凝集体の

発生源となる物理化学的ストレスを粒子画像から同定するための CNNを開発した 45,47。精

度や分類クラス数の限界などはあるものの、このような CNN の活用により、目的物質が

どのようなストレスにより目的物質由来不純物となるかを特定することが可能となり、製

剤の品質に影響する要因の解明やガイドラインの策定といった、品質管理戦略のさらなる

開発が期待できる。 
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以上の背景に基づき、本博士論文では、バイオ医薬品に含まれる不純物粒子の画像分類

を可能とする CNN を構築し、バイオ医薬品において同定が困難とされる不純物粒子を定

量することを目的とした。さらに、構築した CNN の性能を、正答率やスループットで評

価し、形態パラメータに基づく解析や検出原理の異なる不純物粒子分析手法と比較するこ

とで、バイオ医薬品の不純物粒子分析における CNN の有用性を明らかにした。  
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第 2 節 博士論文構成 

バイオ医薬品の有効性と安全性を担保するためには、製剤に含まれる多様な不純物粒子

を分離、識別しつつ、それらを定量する必要がある。バイオ医薬品のなかには、不純物粒

子分析において顕微鏡による補完的分析が実施されているものもあるが、不純物粒子の性

質によっては、定量は可能であっても、種類の異なる不純物粒子をそれぞれ分離し、識別

することが困難となる場合がある。そのような不純物粒子は、人の目で区別することはほ

ぼ不可能であるため、これまで顕微鏡により取得される粒子の形態パラメータに基づく分

類手法が検討されてきた。しかし、形態パラメータに基づく分類手法は、実製剤を模倣す

るような複数種類の不純物粒子が含まれる溶液の分析に応用可能であるかは明らかとなっ

ていない。また形態パラメータは、算出するために使用される計算式やアルゴリズムによ

ってその値が変動する可能性があるほか、使用する顕微鏡によって粒子分類に重要とされ

る形態パラメータを探索し、その組み合わせを最適化する必要があり、場合によっては形

態パラメータの重要性が人の解釈によって異なることもある。一方 CNN は、取得された

粒子画像から、粒子分類に必要な形態学的特徴を自動的に抽出するため、形態パラメータ

の算出方法や解析方法に依存しない粒子の同定が可能となると考えた。 

現在上市するバイオ医薬品の不純物粒子分析において、粒子を可視化するための顕微鏡

技術が確立されており、定量と識別が課題となっているのが、抗体医薬品と組換え AAV

ベクター製剤である。抗体医薬品は、米国薬局方により推奨されている、2-10 µm の凝集

体を内因性粒子から区別し、かつ凝集体と内因性粒子が混在した溶液の組成を予測するこ

とは困難であった。さらに、組換え AAV ベクター製剤で定量が求められる空粒子は、一

見すると人の目でも明らかに完全粒子と区別可能ではある一方、完全粒子か空粒子か判断

できない粒子も存在する。凝集体も空粒子も、製剤の有効性と安全性を低下する危険性が

報告されているため、それらを正確に定量可能とする解析パラメータ非依存的な解析手法

の検討は必要不可欠である。以上の背景から、本研究では、解析パラメータ非依存的な解

析手法である CNN を応用し、未だ識別が困難とされるバイオ医薬品の不純物粒子を定量

することを目的とした。この目的を達成するため、第 2 章では、抗体医薬品において識別
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と定量が求められている不純物粒子を定量可能な CNN の構築と、その分類性能の評価に

取り組んだ。第 3 章では、第 2 章で構築した CNN 構造を応用し、組換え AAV ベクター製

剤で識別と定量が求められている不純物粒子を定量可能な解析プログラムの構築と、その

分類性能、スループット、および検出限界の評価に取り組んだ。 

第 2 章では、抗体医薬品（テタガム P筋注シリンジ 250、CSL Behring社）に含まれる可

能性のある不純物粒子である内在性粒子の凝集体から、3 種類の内因性粒子を分類するた

めの CNN の構築を行なった。本研究に用いた抗体医薬品は、あらかじめ注射器に充填さ

れた状態で販売されており、押し出し抵抗低減のために注射器の内壁にシリコーンオイル

が塗布されている。よって、内因性粒子の一つとして、シリコーンオイル油滴を分類対象

とした。さらに、市販されているほとんどの抗体医薬品には、タンパク質の変性を防ぐた

めの界面活性剤が添加されている。界面活性剤は、長い年月をかけて分解し、分解物であ

る遊離脂肪酸が粒子を形成することが報告されている 135,136。遊離脂肪酸粒子は凝集体と

類似した形態を持つ可能性があるものの、それらを分類する手法は検討されていなかった。

よって本研究では、さらなる分類対象として、内因性粒子に部類される遊離脂肪酸粒子も

選定した。遊離脂肪酸粒子は、炭素鎖の長さによりその形態が異なるほか、界面活性剤の

分解後に生じる遊離脂肪酸の種類や分布は明らかになっていない 137。このため、遊離脂肪

酸粒子の形態を模倣した 2種類の脂質粒子を遊離脂肪酸粒子のモデル粒子とし、本研究に

使用した。抗体医薬品の不純物粒子分析に利用可能なフローイメージング顕微鏡は、現在

3 種類存在する。よって、3 種類のフローイメージング顕微鏡から取得されるそれぞれの

粒子画像の分類に対応可能とする CNN 構造を構築した。CNN の学習に必要なトレーニン

グデータを得るため、凝集体、シリコーンオイル油滴、および 2種類の脂質粒子の粒子画

像を各フローイメージング顕微鏡で取得し、学習済み CNN を作製した。学習済み CNNが、

2-10 µm のサイズ範囲において粒子分類を可能とするか検証するため、学習済み CNN の正

答率を評価した。さらに、各フローイメージング顕微鏡画像から取得した形態パラメータ

による解析も実施し、粒子の形態の類似性評価と、形態パラメータに基づく分類器（予測

モデル）も作製した。その結果、学習済み CNN は、形態パラメータにより類似性が高い
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とされた 2-10 µm の不純物粒子を、形態パラメータに基づく予測モデルよりも高い正答率

で分類可能であることが示された。学習済み CNN の分類性能をさらに評価するため、凝

集体と内因性粒子（シリコーンオイル油滴、あるいは 2種類の脂質粒子のいずれか）を特

定の組成で含む不純物混合サンプルを調製し、学習済み CNN と形態パラメータに基づく

予測モデルを用いて不純物混合サンプルに含まれる不純物粒子の分類を行い、不純物混合

サンプルの組成の理論値と、学習済み CNN および形態パラメータに基づく予測モデルが

予測する組成を比較した。結果は、使用するフローイメージング顕微鏡の種類に関わらず、

学習済み CNNが予測した組成は、理論値と近い値を示し、本研究で構築した CNNが抗体

医薬品に含まれる不純物粒子の組成を予測できる可能性が示された。 

 第 3 章では、血友病 B の治療に利用可能な血液凝固第 IX 因子の遺伝子を含む血清型 8

の組換え AAV ベクター製剤に対し、目的物質由来不純物と目的物質の分類に取り組んだ。

製造される AAV 粒子のうち最大約 90%を占め、かつ混入が避けられない目的物質由来不

純物である空粒子と、目的物質である完全粒子を本研究の分類対象とした。CNN の学習

に必要なトレーニングデータを取得するため、100 keV の加速電圧を備えたクライオ電子

顕微鏡により、空粒子および完全粒子それぞれの電子顕微鏡画像を取得し、空粒子と完全

粒子を分類可能な学習済み CNN を作製した。学習済み CNN の分類性能を評価するため、

クライオ電子顕微鏡画像の従来の画像解析手法である、AAV粒子内部の輝度の強度を反映

した形態パラメータに基づく解析も実施した。形態パラメータによる解析と CNN から算

出した F/E比を、組換え AAVベクター製剤の不純物分析のゴールドスタンダードとして使

用されている超遠心分析（AUC）により算出した F/E 比と比較したところ、それぞれから

算出された F/E 比はほとんど一致していた。続いて、形態パラメータによる解析と CNN

を、分類精度やスループットの観点から比較した。まず、分類精度を比較するため、完全

粒子と空粒子を複数の異なる組成で混合し、AAV 混合サンプルを作製した。次に、AAV

混合サンプルにおける F/E 比の理論値と、形態パラメータによる解析および CNN から算

出された予測値に対して線形回帰分析を行なった。その結果、形態パラメータによる解析

と CNN での不純物粒子分析結果はほとんど一致していたが、CNNがわずかに高い精度を
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持つことが示された。次に、形態パラメータによる解析と CNN を用いて、解析する粒子

数の変化に伴う F/E比予測値の変動を確認した。その結果、CNNは、形態パラメータによ

る解析よりも少ない粒子画像数で F/E比を予測可能であることが示された。CNNが高純度

の AAV 製剤に応用可能であるか評価するため、組換え AAV ベクター製剤に含まれる空粒

子の割合が 5%を下回るよう精製した高純度 AAV サンプルを作製し、AUC、形態パラメー

タによる解析、および CNN を用いて F/E 比の決定を行なった。その結果、AUC では評価

できなかった高純度 AAV サンプルの F/E 比を、CNN では高い精度で再現性良く予測する

ことができ、高純度 AAV サンプルの F/E 比を評価可能であると示された。 

本研究結果から、CNN を活用することで、バイオ医薬品の売上高の多くを占める抗体医

薬品や、今後需要が高まると予想される組換え AAV ベクター製剤に対して、製剤に含ま

れる可能性のある不純物粒子を定量できる可能性が示された。粒子画像から取得する形態

パラメータを検討することなく、粒子画像の取得のみで CNN が各分野で課題となってい

る不純物粒子を単粒子レベルで分類することが可能であったという事実は、識別が困難な

不純物粒子であったとしても、光学顕微鏡や透過型電子顕微鏡により粒子の画像化を可能

とする場合、CNN がバイオ医薬品の不純物粒子分析に応用可能であることを示す重要な

知見である。 

第 4 章では、第 2 章および第 3 章で得られた結果を総括するとともに、CNN によるバイ

オ医薬品の不純物粒子分析の展望について記述した。 
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第 2 章 抗体医薬品の不純物粒子分析 

第 1 節 緒言 

 バイオ医薬品において、注射剤および輸液といった非経口製剤に含まれる可能性のある

不純物粒子は、目的物質由来不純物と、製造工程由来不純物、または混入汚染物質に分類

される。日本薬局方、米国薬局方、および欧州薬局方の三薬局方での調和合意に基づき規

定した試験法である「6.07 注射剤の不溶性微粒子試験法」においては、これらの不純物

を不溶性微粒子と記しており、「製剤中に意図することなく混入した、気泡ではない容易

に動く外来性、不溶性の微粒子である。」と定義している 16。また特に、米国薬局方

Chapter <1787>では、注射剤等の非経口製剤に含まれる粒子を、内在性粒子（目的物質由

来不純物）、内因性粒子（製造工程由来不純物）、および外来性粒子（混入汚染物質）の 3

つに分類している 26。 

三薬局方では、容量 100 mL 以下の注射剤に含まれる不溶性微粒子が、10 µm 以上または

25 µm 以上である場合、それぞれ 6,000 個/mL 以下または 600 個/mL 以下の粒子濃度であ

ることが求められている 16,26,29。しかし近年、三薬局方において必須事項として記載され

てはいないものの、米国薬局方 Chapter <1787>では、サブビジブル粒子と呼ばれる 2-100 

µm サイズの粒子が、患者の免疫反応を増強させる可能性があるとして 11,40,138、規制対象

の 10 µm 以上の粒子だけでなく、2-10 µm の粒子も評価することが推奨されている 26。さ

らに同 Chapter では、製造工程の一貫性および製品の品質を考慮するためには、非経口製

剤に含まれる内在性粒子を特定・評価すべきとし、内在性粒子を内因性粒子から区別する

ことも推奨している。このため、粒子の特性を正確に分析し、粒子の同定を可能とする分

析手法の開発が求められている。 

また三薬局方では、注射剤に含まれる粒子のサイズと粒子濃度を測定するための試験法

として、光遮蔽粒子計測法の使用が優先されている 16,25,29,30。しかし、透明度が高い粒子

や粘性の高い乳剤など、光遮蔽粒子計測法で試験できない場合は、フローイメージング顕

微鏡を使用した顕微鏡粒子計測法を用いるよう定められている。フローイメージング顕微

鏡は、光遮蔽粒子計測法では観測が困難な粒子を検出できるだけではなく、粒子画像と粒
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子の形態パラメータを取得することが可能である。粒子の形態パラメータは、内在性粒子

と内因性粒子の分類に利用でき、形態パラメータを使用した粒子の同定が試みられてきた

118,119,123,125,139。現在、製剤の分析に利用可能なフローイメージング顕微鏡は FlowCam 8100

（以下「FlowCam」と呼ぶ。）（Yokogawa Fluid Imaging Technologies社）、iSpect DIA-10（以

下「iSpect」と呼ぶ。）（島津製作所）、および MicroFlowImaging 5200（以下「MFI」と呼

ぶ。）（Bio-Techne 社）の 3 種類である。どのフローイメージング顕微鏡を利用するかは各

製薬企業で決定されている一方で、これら 3種類のフローイメージング顕微鏡は、光学設

計や解析ソフトウェアのアルゴリズムがそれぞれ異なっており、粒子画像から算出される

形態パラメータの項目や値が顕微鏡間で異なることが報告されている 17,38,118。この違いは、

粒子の定量だけでなく分類性能にも影響しており 38,48、顕微鏡の設計や解析アルゴリズム

に依存しない分類手法の検討が求められる。 

これまで、抗体医薬品における不純物粒子の分類は、内在性粒子である凝集体と、内因

性粒子であるシリコーンオイル油滴を対象とした研究が進められてきた 49,119,123,139–142。抗

体医薬品は、利便性、簡便性や安全性の向上、さらには自己注射の実現により、患者の通

院を必要とする点滴からの解放と医療従事者の負担軽減を理由とした、あらかじめ注射器

に薬液が充填されたプレフィルドシリンジ品としての販売が加速している 143。シリコーン

オイルは、注射器内のプランジャーストッパーの押し出し時の動きを滑らかにする潤滑剤

として利用されており、非経口製剤で最もよく存在する内因性粒子のひとつである。凝集

体とシリコーンオイル油滴は、そのサイズ範囲が類似しているものの、異なる光学特性と

形態を持つため区別が可能である。一方、評価することが望ましいとされている 2-10 µm

のサイズ範囲においては、装置の感度や分類性能に問題があり、凝集体とシリコーンオイ

ル油滴の分類が困難であった 49,119,123,139–141,144。そこで Calderon らは、サブビジブル粒子の

定量をカバーできるフローイメージング顕微鏡の FlowCam を利用し、粒子画像から凝集

体とシリコーンオイル油滴を分類するための CNN を開発した 47。しかしながら、分類対

象のサイズ分布については言及しておらず、CNNが 2-10 µm のサイズ範囲で不純物粒子を

分類できるかは明らかとなっていなかった。また、Calderon らの CNN は、凝集体画像の
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み、あるいはシリコーンオイル油滴画像のみで構成されるトレーニングデータセットを使

用しておらず、クラス未知の粒子画像を「凝集体を大部分とする粒子群」か、あるいは

「シリコーンオイル油滴を大部分とする粒子群」に分類するのみにとどまっており、単粒

子レベルでの粒子の同定は実現されていなかった。さらに、CNN を利用した粒子の同定

のほとんどは、FlowCam による粒子画像の利用にとどまっており 45,47、その他 2種類のフ

ローイメージング顕微鏡である iSpectとMFIから取得される粒子画像により学習したCNN

の分類性能は明らかになっていなかった。 

また、粒子を同定するための手法検討は、凝集体とシリコーンオイル油滴の分類に限定

されていた。一方で、シリコーンオイル油滴以外にも、頻繁に発生することが予測される

内因性粒子は存在する。その一つが、遊離脂肪酸粒子である。遊離脂肪酸粒子は、凝集体

の発生を抑制するために添加される界面活性剤が分解され、水溶媒中で粒子となることで

生じる 145–148。遊離脂肪酸粒子の発生は、製造工程で使用する宿主由来の加水分解酵素を

原因とする場合と、ラジカル反応に基づいた自己酸化を原因とする場合がある 147。特に抗

体医薬品では、長期間（18-36 ヶ月）の冷蔵保管（2-8℃）後、20%以上の界面活性剤が分

解され、遊離脂肪酸粒子となっていたことが報告されている 148。抗体医薬品で一般的に使

用される界面活性剤はポリソルベート 20 とポリソルベート 80 であり 149、それらの脂肪酸

側鎖の組成は、ラウリン酸（40-60%）、ミリスチン酸（14-25%）、パルミチン酸（7-15%）、

カプリン酸（≤10%）が主な種となっており、ロットごとで組成が異なる。これらの遊離

脂肪酸は溶解度が限られているため、抗体医薬品中のサブビジブル粒子となる傾向が報告

されている 145。ゆえに、シリコーンオイル油滴だけでなく、遊離脂肪酸粒子も同様に内因

性粒子として特定し、凝集体と区別しながら定量する必要があるものの、その分類手法は

これまで検討されていなかった。 

以上より、抗体医薬品の不純物粒子分析では、2-10 µm の凝集体からシリコーンオイル油

滴、あるいは遊離脂肪酸粒子を区別しつつ定量することが困難であったこと、さらに顕微

鏡の設計や解析アルゴリズムに依存しない分類手法の検討が十分ではないことが、先行研

究における課題としてあげられる。そこで第 2 章では、形態パラメータ非依存的な解析手
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法である CNN が、使用する顕微鏡や分類対象とする粒子の種類に依存しない手法である

かを検討しつつ、薬局方で言及されるサブビジブル粒子のサイズ範囲である 2-10 µm の凝

集体と内因性粒子（シリコーンオイル油滴、あるいは遊離脂肪酸粒子）を定量することを

目的とした。このためにまず、3 種類のフローイメージング顕微鏡画像のいずれにも対応

可能となる CNN 構造を構築した。注射剤で発生しうる不純物粒子を再現するため、凝集

体、シリコーンオイル油滴、および 2種類の脂質粒子を作製した。界面活性剤の分解物と

して生じる遊離脂肪酸粒子は、分解経路や側鎖の組成により形態やサイズが異なるため、

実際に生じうる遊離脂肪酸粒子を完全に模倣したサンプルを作製することは困難である。

そこで本研究では、遊離脂肪酸粒子のモデル粒子として、パルミチン酸から成る脂質をサ

ブビジブル粒子サイズに微細化した脂質粒子を作製した。脂質粒子は微細化する方法によ

ってその形態が異なるため、固形脂質を粉砕あるいは融解した脂質を噴霧（スプレー）す

ることで、2 種類の脂質粒子を作製し、分類対象とした。次に、これらの粒子を用いて学

習させた CNN の正答率を、分類対象の粒子の種類や使用する顕微鏡ごとに比較し、粒子

の形態や装置の設計が分類性能に及ぼす影響を検討した。また、凝集体、シリコーンオイ

ル油滴、および 2種類の脂質粒子の各粒子の類似性を、形態パラメータを用いて評価する

とともに、従来の粒子分類手法として形態パラメータに基づく予測モデルを作製し、その

正答率を確認した。次に、CNN の分類性能をさらに検証するため、内在性粒子と内因性

粒子を特定の組成で混合し、形態パラメータに基づく予測モデルと CNN が予測する粒子

組成を算出し、組成の理論値と比較した。最後に、2-10 µm の不純物粒子に対す CNN の分

類性能を、過去の文献や形態パラメータに基づく分類結果と比較しながら評価するととも

に、異なるフローイメージング顕微鏡を利用した不純物粒子分析に対する CNN の有用性

を議論した。 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

実験材料 

凝集体サンプル 

Tetagam P 筋注シリンジ 250（CSL Behrings 社）はプレフィルドシリンジから回収し、30 

kDaカットオフのスピンカラムを使用して、pH5 に調製した 200 mM塩化ナトリウムを含

む 20 mM 酢酸ナトリウム緩衝液（以下、「抗体バッファー」と呼ぶ。）に限外濾過により

透析した。透析したサンプルは、0.5 mg/mL となるように抗体バッファーで希釈調製した。

内在性粒子である凝集体を発生させるため、0.5 mg/mL に調製したサンプルを、2.5 mm × 

φ5 mm のマグネットスターラーを用いて 350 rpm で 1時間攪拌し 50、これを凝集体サンプ

ルとした。 

 

シリコーンオイルサンプル 

粘土 1,000 cp のシリコーンオイル（Avantor社）を、抗体バッファーで 2% w/v になるよう

調製した。その後、シリコーンオイルがサブビジブル粒子サイズの油滴状になるよう、周

波数 750 Hz、出力 200 W の超音波を 1時間かけ、これを内因性粒子であるシリコーンオイ

ルサンプルとした。 

 

脂質粒子サンプル 1-脂質粒子（粉砕）サンプル 

 パルミチン酸からなるグリセロールトリエステル（Dynasan® 116、Cremer Oleo社）を液

体窒素で冷却し、0.08 mm のフィルターを備えたローターミル PULVERISETTE 14 クラシ

ックライン（Fritsch 社）を用いて 10,000 rpm で粉砕した。次に、粉砕した脂質粒子を 63 

µm の篩（Restsch 社）にかけ、篩を通過したものを回収したのち、2 倍の質量の粉末スク

ロースと混合し、これを脂質粒子（粉砕）とした。脂質粒子（粉砕）は、使用するまで

2℃の冷暗所で保管し、フローイメージング顕微鏡による測定時は 48 mg/Lになるよう抗体

バッファーで希釈した。 
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脂質粒子サンプル 2-脂質粒子（スプレー）サンプル 

脂質粒子（粉砕）の作製に使用したものと同様のグリセロールトリエステルをホットプ

レートで融解し、ポリエチレングリコール-400（Polyethylene glycol-400; PEG-400）を含む

特注の液槽に移し 150、温度を 90℃に保った。融解したグリセロールトリエステルを冷却

しながら個体粒子として噴霧するため、B-290 ミニスプレードライヤー（Büchi 社）に加

え、冷却器を備えた除湿器（Hirmer社）をセットした。溶解したグリセロールトリエステ

ルは、窒素による圧力（92 mbar）をかけ、流速 473 L/h で 90℃から 9℃に急速冷却しなが

ら噴霧させた。噴霧させた脂質粒子は、サイクロン式の回収装置で回収し、回収した脂質

粒子の 2 倍の質量の粉末スクロースと混合することで、これを脂質粒子（スプレー）とし

た。脂質粒子（スプレー）も、使用するまで 2℃の冷暗所で保管し、フローイメージング

顕微鏡による測定時は 48 mg/L になるよう抗体バッファーで希釈した。 

 

実験方法 

フローイメージング顕微鏡による不純物粒子の測定 

 凝集体サンプル、シリコーンオイルサンプル、脂質粒子（粉砕）サンプル、および脂質

粒子（スプレー）サンプルに含まれる粒子画像を取得するため、FlowCam、iSpect、およ

び MFI の 3種類のフローイメージング顕微鏡を用いた。各フローイメージング顕微鏡は、

不純物粒子サンプル測定前の使用前点検として、流路に異物が混入していないか確認する

ための MilliQ の測定、および、5 µm あるいは 20 µm のポリスチレンビーズである標準粒

子の測定を行い、各メーカーが推奨している分析基準を満たしていることを確認した。不

純物粒子サンプルを測定する際に、各フローイメージング顕微鏡で使用した分析サンプル

量や流速などの測定設定、および背景の平均グレースケール強度や倍率といった光学設定

を表 1 にまとめた。サンプルを 1回測定するごとに、次の測定でキャリーオーバーがない

よう、酵素洗剤あるいは 1 Mの水酸化ナトリウム溶液でフローセルを洗浄した。取得した

粒子画像については、各フローイメージング顕微鏡の解析ソフトウェアを使用し、面積相

当径（Area-based diameter; ABD）、球相当径（Equivalent spherical diameter; ESD）、円相当径
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（Equivalent circular diameter; ECD）といった粒子のサイズ、円形度や透明度といった形態

パラメータ（表 2）、および粒子濃度を取得した。  
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表 1. 3種類のフローイメージング顕微鏡の設定 

* 変更不可のパラメータ 

** 非公開 

*1 Equivalent Spherical Diameter; ESD 

*2 Area-Based Diameter; ABD 

*3 Equivalent Circular Diameter; ECD 

パラメータ 
フローイメージング顕微鏡 

FlowCam iSpect  MFI 

ハードウェア設定 

セルの厚み（µm） 80 120 100 

セルの幅（µm) 700 1,000 1,760 

グレースケール(bit) 8 8 10 

対物レンズの倍率 ×10 ×4 ×5 

画素数(pixel) 1920 × 1200 1280 × 1024 1757 × 1406 

背景の平均輝度 170-180 240 -** 

ソフトウェア設定 

プライミング量（mL） 0.20 0.20 0.20* 

解析サンプル量（mL） 0.50 0.50 0.50 

流速（mL/min） 0.10 0.1* 0.17* 

撮影効率（%） 71.5 72 85* 

推奨測定範囲(µm）151–153 2-1,000 5-100 1-70 

解析サイズ範囲(µm) 1-80 1-80 1-80 

セグメンテーション閾値 Dark 10, Light 10 200 -** 

粒子間の最近傍距離 

(µm) 
1 20 -** 

直径の種類 ESD*1, ABD*2 ABD*2 ECD*3 

解析ソフトウェア 
VisualSpreadsheet 

version 3.4 

iSpect Viewer 

version 1.2.5 

MFI View Analysis 

Suite version 1.3 
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表 2. 3種類のフローイメージング顕微鏡で取得される形態パラメータの一覧 

FlowCam iSpect MFI 

Circularity 

Aspect ratio 

Area 

Area based diameter 

Length 

Width 

Equivalent spherical diameter 

Filled diameter 

Perimeter 

Convexity 

Intensity 

Sigma intensity 

Sum intensity 

Compactness 

Elongation 

Roughness 

Edge gradient 

Circle fit 

Symmetry 

Circularity (Hu) 

Filled Area 

Feret Max Angle 

Feret Min Angle 

Area Based Diameter 

Equivalent Perimeter Diameter 

Maximum Length 

Pattern Width 

Vertical Feret Length 

Horizontal Feret Length 

Perimeter 

Convex Envelope Perimeter 

Area 

Circularity 

Aspect Ratio 

Feret Aspect Ratio 

Average Brightness 

Equivalent Circular Diameter 

Area 

Perimeter 

Circularity 

Intensity Mean 

Intensity STD 

Intensity Min 

Intensity Max 

Max Feret Diameter 

Aspect Ratio 

 

円形度と平均輝度を使用した形態分布の解析 

 不純物粒子の混合サンプルについて、粒子の形態の類似性を評価するため、各フローイ

メージング顕微鏡とその解析ソフトウェアから得られた各不純物粒子サンプルの円形度と

平均輝度を散布図にプロットし、粒子の形態分布を図示化した。FlowCam と iSpect の円形

度（Circularity）は、ABD にあたる粒子の直径𝑥'と、粒子の周長を円周とみなした際の円
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の直径𝑥()を用いて、以下の式に基づいて計算した（式 3）。 

𝐶𝑖𝑟𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟𝑖𝑡𝑦 =
𝑥'
𝑥()

-式 3/ 

一方、MFIの円形度は FlowCamと iSpectで算出される円形度と異なり、粒子の周長に対す

る、粒子の直径（ECD）から計算される円周の比で表される。MFI における粒子の直径

（ECD）がどのように定義されているかは未公開であるため、MFI の円形度データは MFI

独自の計算方法によるものであることに留意した。続いて、各不純物粒子サンプルの円形

度および平均輝度の散布図を全て重ね合わせ、形態分布の重なりを観測した。 

 

CNN の構築 

フローイメージング顕微鏡による粒子画像の分類が可能な CNN を構築するため、

MATLAB2019b（version 9.7.0.1216025、The MathWorks社）の Deep Learning Toolbox を利用

して入力層から出力層までの内部構成要素を最適化し、画像分類に実装した（図 6）。まず、

入力する粒子画像はそのサイズが異なる場合、分類結果に偏りが生じる可能性があるため、

フローイメージング顕微鏡で取得した不純物粒子サンプルの粒子画像は 32 pixel × 32 pixel

に正規化し、これを入力画像とした。CNN の構造としては、全結合層の前にバッチ正規

化を含む 3 つのモジュールを組み込むことで、学習と分類の効率化を行った。ニューラル

ネットワークでは、層の前後で入力ベクトル値の分布が変化することで、学習効率の低下

や初期パラメータの最適化を厳密に行う必要性が生じる。つまり、厳密な最適化ができな

い場合、学習速度や分類性能が低下する可能性がある。そこで、層の入力ベクトル値をト

レーニングデータのミニバッチごとに正規化することで、層ごとの分布の変化を抑制する

処理を、バッチ正規化と呼ぶ 154。CNN の学習を効率化させる方法としては、これまでド

ロップアウトと呼ばれる正規化が定番であり、フローイメージング顕微鏡画像の分類モデ

ルにもドロップアウトが用いられてきた 47。ドロップアウトは、学習過程においてニュー

ラルネットワークからニューロンをランダムに除外することで学習を効率化する手法であ

るが、分類対象によっては分類性能が低下することがある 155。そこで本研究では、ドロッ
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プアウトではなくバッチ正規化を CNN 構造に組み入れた。バッチ正規化を組み入れるこ

とで、ドロップアウトによる正規化が不要となり、抽出されるすべての特徴量を分類に使

用することが可能となることから、CNN の分類性能が向上すると予測した。まず、第一

モジュールは、畳み込み層とバッチ正規化層、ReLU 関数、そして入力画像を 24 フィルタ

ー分の 16 × 16 行列の特徴マップに変換する最大プーリング層から構成した。第二モジュ

ールは、24 フィルター分の 16 × 16行列の特徴マップを 48 フィルター分の 8 × 8行列の特

徴マップに変換する畳み込み層、バッチ正規化、ReLU 関数、および最大プーリング層か

ら構成した。第三モジュールは、48 フィルター分の 8 × 8行列の特徴マップを 96 フィルタ

ー分の 8 × 8行列の特徴マップに変換する畳み込み層、バッチ正規化層、および ReLU関数

から構成した。これら 3 つのモジュールにより抽出された特徴量を、全結合層の入力層に

おける合計 6,144 個のニューロンとし、後続して学習された重みによる重み付けを行った。

重み付けした成分を、クラス分類に有効なソフトマックス関数に入力し、最終的に最も確

率が高くなったクラスを CNN による予測クラスとした。 

 

 

図 6. 本研究で構築した CNN の構造の概略と出力サイズ 

 

CNN のトレーニングと正答率による分類性能評価 

FlowCam、iSpect、および MFI で取得された粒子画像を CNN の入力値として使用するた

め、以下の画像処理を行った。FlowCam から取得される粒子画像は 3次元のグレースケー

ル画像であり、検出された順番で TIFF 画像に集約される。よって MATLAB により、粒子

画像が集約した TIFF 画像から個々の粒子画像を切り出し、これらを使用した。球相当径
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が 2 µm 以上である粒子画像の選択は、FlowCam の解析ソフトウェアである

VisualSpreadsheet（version 3.4）により行った。iSpect から取得される粒子画像は、4次元の

グレースケール画像である。4 次元めには、画像に基づくピクセル値が格納されていない

ため、1次元から 3次元のピクセル情報のみを使用した。また iSpect では、CCDカメラに

よるフローセルの撮影ごとに粒子画像が切り出され、異なるフォルダーに保存される。こ

のため、MATLAB により、サンプル測定で作成されたすべてのフォルダーから粒子画像

を一つのフォルダーに統一するプログラムを作製し、これを利用した。面積相当径が 2 

µm 以上である粒子画像は、MATLAB を使用し、解析ソフトウェアである iSpect Viewer

（version 1. 2. 5）から取得される全粒子のすべての形態パラメータと、粒子画像名を紐づ

けることで、それぞれのサイズごとに粒子画像を分別し、CNNの入力画像とした。MFIは、

グレースケールが他のフローイメージング顕微鏡と異なる 10 bit であるが、保存される粒

子画像は 8 bit の 1次元のグレースケール画像である。FlowCam と iSpect と同様に 3次元と

するため、MFI で取得される 1 次元のピクセル値を複製し、3 次元化した。円相当径が 2 

µm 以上である粒子画像は、iSpect と同様に MATLAB を使用し、解析ソフトウェアである

MFI View Analysis Suite（version 1.3）から取得される全粒子のすべての形態パラメータと、

粒子画像名を紐づけることで、サイズごとに粒子画像を分別し、CNN の入力画像とした。 

各内因性粒子から凝集体粒子を分類可能とする 3 つの学習済み CNN を作製するため、凝

集体サンプル、シリコーンオイルサンプル、脂質粒子（粉砕）サンプル、および脂質粒子

（スプレー）サンプルをフローイメージング顕微鏡により測定し、粒子画像と粒子の形態

パラメータを取得した。まず、米国薬局方の General Information Chapter <1787>で説明され

ているサブビジブル粒子のサイズ範囲が 2-100 µmであることから 26、取得した全粒子画像

のうち、粒子の直径が 2-100 µm（以下「>2 µm」と表記する。）である粒子画像をトレーニ

ングデータセットとして、>2 µm の粒子画像を分類するための学習済み CNN（以下

「CNN>2 µm」と呼ぶ。）を作製した。トレーニングでは、>2 µmの凝集体粒子画像 15,000枚

と内因性粒子画像（シリコーンオイル油滴、脂質粒子（粉砕）、あるいは脂質粒子（スプ

レー））15,000枚を CNN のトレーニングデータセットとした。トレーニングデータセット
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の内訳は、合計 30,000枚の粒子画像のうち 70%（21,000枚）は学習で使用し、30%（9,000

枚）は検証に使用した。続いて、学習済み CNN>2 µmの分類性能を確認するため、クラス既

知の粒子画像 300枚をランダムに選び、学習済み CNN>2 µmで分類した。これにより得られ

た混同行列から、CNN>2 µmの分類性能評価指標を算出した。分類評価指標は、CNNによる

予測ラベルと教師データの実測ラベルで構成される混合行列に基づき、正答率

（Accuracy）、適合率（Precision）、再現率（Recall）、および F 値（F-score）を評価指数と

するのが一般的である。学習済み CNN の分類した粒子画像が、凝集体であれば「真」と

返し、内因性粒子であれば「偽」と返すと仮定する。この場合、CNN によって「真」と

予測された凝集体粒子画像の数は真陽性(True positive; TP)、「偽」と予測された凝集体粒

子画像の数は偽陰性（False negative; FN）、「真」と予測された内因性粒子画像の数は真陽

性(False positive; FP）、「偽」と予測された内因性粒子画像の数は偽陰性(False negative; FN）

と表現される。すると、正答率、適合率、再現率、および F値は、それぞれ以下の式で表

わされる。 

Accuracy =
TP + TN

TP + FP + TN + FN
-式 4 − 1/ 

Precision =
TP

TP + FP
-式 4 − 2/ 

Recall =
TP

TP + FN
-式 4 − 3/ 

F − score =
2TP

2TP + FP + FN
-式 4 − 4/ 

正答率は、CNN の予測がどれだけ正しいかを示す指標である。再現率は、実際に「真」

である画像のうち、CNN によって「真」と予測された画像の割合を示し、適合率は、

CNN によって「真」と予測された画像のうち、実際に「真」である画像の割合を示す。F

値は、再現率と適合率を同時に評価する指標であり、再現率と適合率の両者を重要視する

場合に利用される。本研究では主に、正答率に着目して CNN の分類性能を評価するが、

凝集体のみ誤分類が多くなるといった分類の偏りの有無を確認するため、補足結果として

再現率、適合率、および F値も必要に応じて計算した（補足表 1）。 
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形態パラメータに基づいた予測モデル 

 フローイメージング顕微鏡で取得した表 2 の形態パラメータに基づき、MATLAB の

Statistics and Machine Learning Toolbox を利用して、凝集体と各内因性粒子を分類可能な予

測モデルを作製した。予測モデルを作製するための教師あり機械学習アルゴリズムとして、

複雑な決定木（Decision tree; DT）、細かいガウス SVM（Support vector machine; SVM）、勾

配ブースティング決定木（Gradient boosting decision tree; GBDT）、およびランダムフォレス

ト（Random forest; RF、MATLAB におけるバギング木）を使用した。予測モデルの学習で

は、各フローイメージング顕微鏡で取得した各不純物粒子サンプルから、2 µm以上のサイ

ズを持つ 15,000枚の粒子画像に相当する形態パラメータをトレーニングデータセットとし

て抽出し、それぞれのデータセットに不純物粒子のクラスのラベル付けをした。10分割交

差検証を使用して予測モデルの正答率を検証し、最も高い正答率を示した予測モデルを選

定した。 

 

学習済み CNN と形態パラメータに基づいた予測モデルによる不純物粒子組成の予測 

 学習済み CNN と形態パラメータに基づいた予測モデルの分類性能を評価するため、凝

集体を含む不純物粒子混合サンプルをフローイメージング顕微鏡ごとに調製した。まず、

CNN および形態パラメータに基づいた予測モデルのトレーニングデータセットを取得す

るために測定した不純物粒子サンプルの粒子濃度を利用し、凝集体サンプルと内因性粒子

サンプル（シリコーンオイルサンプル、脂質粒子（スプレー）サンプル、あるいは脂質粒

子（粉砕）サンプル）の粒子数が 1:1 になるよう混合した不純物粒子混合サンプルを調製

した。凝集体と各内因性粒子が会合しないよう、混合後すぐに不純物粒子混合サンプルを

フローイメージング顕微鏡で測定し、粒子画像と粒子の形態パラメータを取得した。 

フローイメージング顕微鏡により取得した不純物混合サンプルの粒子画像から、>2 µm

の粒子画像を全て抽出し、作製した学習済み CNN>2 µmと形態パラメータに基づいた予測モ

デルを用いて、凝集体と内因性粒子に分類した。分類した粒子画像の合計数と、内因性粒

子に分類された粒子画像数を計算することで、不純物混合サンプルに含まれる内因性粒子
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の割合（%）の予測値を算出した。また、不純物混合サンプルに含まれる内因性粒子の割

合の理論値として、不純物混合サンプルの調製に使用した各不純物粒子サンプルの液量と

サイズ分布から、調製後の不純物混合サンプルに含まれる内因性粒子の割合を計算した。 
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第 3 節 結果 

フローイメージング顕微鏡による不純物粒子の測定 

 内在性粒子である凝集体と、内因性粒子であるシリコーンオイル油滴、脂質粒子（粉

砕）、あるいは脂質粒子（スプレー）を分類する CNN のトレーニングデータを取得するた

め、各不純物粒子サンプルの粒子画像を、FlowCam、iSpect、または MFI の 3 種類のフロ

ーイメージング顕微鏡でそれぞれ取得した（図 7）。各フローイメージング顕微鏡で取得さ

れた粒子画像について、特に FlowCamで取得された粒子画像は、iSpectと MFIで取得され

た粒子画像と比較して、どの粒子サイズにおいても粒子内部の輝度が全体的に大きく、

FlowCam の光学設計では粒子の撮影において光の回り込みが大きいことが確認された。粒

子内部の輝度の様子が類似していた iSpect と MFI の粒子画像に関しても、背景輝度が異な

っていることは明らかであり、光学設計の違いが粒子画像に現れていることが観測された

（図 7（e)-(l））。また、FlowCamと比べて低倍率の対物レンズを搭載する iSpectと MFIで

は、粒子の種類に関わらず、粒子サイズが 10 µm を下回るとほとんどの粒子が球状として

観察され、類似した形態を示していた（図 7（e)-(l））。いずれのフローイメージング顕微

鏡、粒子の種類においても、定量と識別が求められる 2-10 µm の粒子画像は、その外観か

ら粒子を同定することができず、さらに、10-15 µm のサイズであっても、特に凝集体と 2

種類の脂質粒子の粒子画像は粒子の同定が難しく、形態パラメータに基づく解析を実施し

たとしても、粒子の同定が困難であることが想定される。 

次に、取得した粒子画像の数、分析したサンプル量（mL）、および粒子の直径から、各

不純物粒子サンプルと不純物混合サンプルの粒子濃度を計算し、サイズ分布を得た（図 8）。

不純物混合サンプル 1 mL あたりに含まれる粒子数は、調製に用いた 2 種類の不純物粒子

サンプルに含まれる粒子数の合計とほぼ等しかった。さらに、不純物粒子サンプルと不純

物混合サンプルに含まれる粒子のほとんどは、定量と識別が求められる 10 µm未満のサイ

ズ範囲で観測された。また、FlowCam と iSpect、および MFI で取得された不純物粒子サン

プルおよび不純物混合サンプルのサイズ分布についてそれぞれ比較すると、そのグラフの

形状は顕微鏡ごとで異なっていた。特に、FlowCamとMFIでは、粒子サイズが大きくなる
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ほど粒子濃度が小さくなった一方、iSpect では 3-5 µm で最も粒子濃度が大きくなった（図

8（d)-(f））。これにより、iSpect では粒子サイズが 3 µm を下回る場合に粒子の検出数が小

さくなるような光学設計および解析アルゴリズムが搭載されていることや、粒子サイズの

定義、すなわち粒子サイズの算出方法の違いが、サイズ分布に影響を与えていることが示

された。 

 

 

図 7. FlowCam により取得した(a)凝集体、(b)シリコーンオイル油滴、(c)脂質粒子（粉

砕）、(d)脂質粒子（スプレー）の粒子画像。iSpect により取得した(e)凝集体、(f)シリコ

ーンオイル油滴、(g)脂質粒子（粉砕）、(h)脂質粒子（スプレー）の粒子画像。MFI によ

り取得した(i)凝集体、(j)シリコーンオイル油滴、(k)脂質粒子（粉砕）、(l)脂質粒子（ス

プレー）の粒子画像。 
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図 8. FlowCamで取得した（a）凝集体とシリコーンオイル油滴、およびその混合サンプル

のサイズ分布、（b）凝集体と脂質粒子（粉砕）、およびその混合サンプルのサイズ分布、

（c）凝集体と脂質粒子（スプレー）、およびその混合サンプルのサイズ分布。iSpect で取

得した（d）凝集体とシリコーンオイル油滴、およびその混合サンプルのサイズ分布、（e）

凝集体と脂質粒子（粉砕）、およびその混合サンプルのサイズ分布、（f）凝集体と脂質粒

子（スプレー）、およびその混合サンプルのサイズ分布。MFI で取得した（g）凝集体とシ

リコーンオイル油滴、およびその混合サンプルのサイズ分布、（h）凝集体と脂質粒子（粉

砕）、およびその混合サンプルのサイズ分布、（i）凝集体と脂質粒子（スプレー）、および

その混合サンプルのサイズ分布。 
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形態パラメータの解析による不純物粒子の類似性評価 

 凝集体と内因性粒子の形態の類似性を確認するため、各不純物粒子サンプルの形態分

布を比較した。粒子の視覚的特徴を説明するためには、一般的に粒子の円形度と平均輝度

が用いられるため 38,119、粒子画像から円形度と平均輝度を取得し、それぞれを横軸および

縦軸とする散布図を作成した（図 9）。続いて、各不純物粒子サンプルの散布図を重ね合わ

せ、形態分布の重なりを観測した。その結果、凝集体と各内因性粒子の形態分布は大きく

重なっていた。さらに、同じ不純物サンプルの形態分布をフローイメージング顕微鏡ごと

に比較すると、使用する顕微鏡によって異なる分布が観測された。特に、FlowCam により

取得された不純物粒子の平均輝度の分布範囲は、iSpect と MFI により取得された不純物粒

子の平均輝度の分布範囲よりも小さくなった。一方、円形度の分布に関しては、実験方法

「円形度と平均輝度を使用した形態分布の解析」で明記したように、各装置で異なる定義

の円形度が使用されているため比較が困難であるものの、同じ定義の円形度を使用する

FlowCam は、iSpect の円形度の分布は不純物粒子間で異なっていた。特に、シリコーンオ

イル油滴は球体状であるため、円形度は 1 を中心に分布することが容易に予測できるが、

FlowCam での円形度の分布範囲は iSpect よりも小さかった（図 9 (b), (g)）。 
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図 9. FlowCam により分析した(a)凝集体、(b)シリコーンオイル油滴、(c)脂質粒子（粉

砕）、(d)脂質粒子（スプレー）の形態分布と、(e)各不純物粒子の形態分布の重ね合わせ。

iSpect により分析した(f)凝集体、(g)シリコーンオイル油滴、(h)脂質粒子（粉砕）、(i)脂

質粒子（スプレー）の形態分布と、(j)各不純物粒子の形態分布の重ね合わせ。MFIにより

分析した(k)凝集体、(l)シリコーンオイル油滴、(m)脂質粒子（粉砕）、(n)脂質粒子（ス

プレー）の形態分布と、(o)各不純物粒子の形態分布の重ね合わせ。 

 

予測モデルの正答率 

 凝集体と内因性粒子を分類するための CNN の分類性能を評価するため、各フローイメ

ージング顕微鏡から取得した凝集体と内因性粒子の粒子画像をトレーニングデータとした

学習済み CNN を作製し、米国薬局方にて定量と分類が推奨されている 2 µm 以上の粒子画

像を分類する学習済み CNN>2 µm の正答率を算出した（表 3）。FlowCam により取得した粒
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子画像でトレーニングした学習済み CNN>2 µm の正答率は、内因性粒子の種類にかかわら

ず、全て約 92%以上となった。一方、iSpect により取得した粒子画像でトレーニングした

学習済み CNN>2 µm の正答率は、凝集体とシリコーンオイル油滴、あるいは脂質粒子（粉

砕）の分類において約 88%以上、凝集体と脂質粒子（スプレー）の分類では、正答率が

79.6%の正答率となり、80%を下回る結果となった。MFI により取得した粒子画像でトレ

ーニングした学習済み CNN>2 µmの正答率は、内因性粒子の種類にかかわらず、いずれも約

79%となった。 

 次に、各フローイメージング顕微鏡で取得した各不純物粒子の形態パラメータに基づい

て学習された予測モデルの正答率を表 3 にまとめた。形態パラメータに基づいて学習され

た予測モデルの正答率は、一部学習済み CNN の正答率よりも高かったものの、ほとんど

の場合で学習済み CNN の正答率よりも低くなった。 

 

表 3. 予測モデルの正答率* 

学習方法 
シリコーンオイル油滴 脂質粒子（粉砕） 脂質粒子（スプレー） 

FlowCam iSpect MFI FlowCam iSpect MFI FlowCam iSpect MFI 

CNN 96.7% 88.1% 79.3% 92.4% 88.8% 78.8% 93.1% 79.6% 80.7% 

DT 77.6% 83.5% 76.2% 82.1% 68.9% 77.9% 97.3% 68.7% 88.3% 

SVM 79.7% 84.4% 73.6% 80.5% 70.1% 74.6% 96.3% 69.2% 86.3% 

GBDT 78.5% 83.5% 77.5% 83.0% 69.9% 78.2% 98.2% 69.5% 89.2% 

RF 79.1% 84.5% 76.3% 82.3% 66.7% 76.7% 97.5% 65.2% 88.0% 

DT; Decision tree（決定木） 

SVM; Support vector machine（サポートベクターマシーン） 

GBDT; Gradient boosting decision tree（勾配ブースティング決定木） 

RF; Random forest（ランダムフォレスト） 

* 形態パラメータに基づいた予測モデルの中で、最も高い正答率を太字で示した。 
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学習済み CNN と形態パラメータによる解析の不純物混合サンプルの組成予測 

以下の項目では、フローイメージング顕微鏡で取得した不純物混合サンプルの粒子画像

を学習済み CNN で分類し、不純物混合サンプルに含まれる内因性粒子の割合を算出する

ことで、米国薬局方にて定量と分類が推奨されている 2 µm 以上の粒子画像を分類する

CNN>2 µm の分類性能について評価した（表 4）。FlowCam により取得した粒子画像でトレ

ーニングした学習済み CNN>2 µmは、各不純物混合サンプルの粒子組成の理論値から 12%以

内の差で、予測値を算出した。特に、凝集体とシリコーンオイル油滴の分類においては、

理論値と予測値との差が 2.9%のみとなった。凝集体と脂質粒子（粉砕）、および凝集体と

脂質粒子（スプレー）の分類においては、理論値と予測値の差がそれぞれ 8.1%、および

11.7%となった。また、iSpectにより取得した粒子画像でトレーニングした学習済みCNN>2 

µm は、いずれも理論値より高い粒子組成の予測値を算出したが、内因性粒子の種類にかか

わらず、理論値と予測値の差は約 10%となった。MFI により取得した粒子画像でトレーニ

ングした学習済み CNN>2 µmは、凝集体とシリコーンオイル油滴の分類において、理論値よ

りも 14.6%高い予測値を算出したものの、凝集体と脂質粒子の分類おいては理論値と予測

値の差が 7%以内となった。 

次に、各不純物混合サンプルにおいて、2 µm 以上の粒子画像から解析された形態パラメ

ータを使用し、形態パラメータに基づいて学習された予測モデルで粒子を分類したのち、

不純物混合サンプルの組成を算出した。その結果、各予測モデルから算出された各不純物

混合サンプルの組成は、ほとんどの場合で学習済み CNN>2 µmよりも理論値との差が大きか

った。さらに、学習済み CNN>2 µmよりも高い正答率を示した予測モデルであっても、その

予測値は理論値から大きく離れており、特に MFIにおける予測モデルは、全ての内因性粒

子の割合を過剰評価していた。 
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表 4. 不純物混合サンプルの組成予測結果 

組成 
シリコーンオイル油滴 脂質粒子（粉砕） 脂質粒子（スプレー） 

FlowCam iSpect MFI FlowCam iSpect MFI FlowCam iSpect MFI 

理論値 65.3% 30.1% 43.1% 57.8% 47.5% 60.1% 62.3% 43.3% 33.1% 

予測値 

（CNN） 
62.4% 44.8% 57.8% 49.7% 51.7% 59.3% 50.6% 50.6% 39.7% 

予測値 

（MBA） 
52.2% 41.0% 72.1% 53.0% 24.7% 80.7% 7.1% 39.3% 85.4% 

MBA; Morphological parameter-based analysis（形態パラメータに基づく解析） 
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第 4 節 考察 

脂質粒子を遊離脂肪酸粒子のモデル粒子とする妥当性について 

 本研究では、界面活性剤の分解により生じる遊離脂肪酸粒子を模倣するため、粉砕およ

び噴霧（スプレー）の 2通りの方法で脂質粒子を作製した。脂質として難水溶性のグリセ

ロールトリエステルを使用したのは、脂質の溶解による形態学的特徴の変化を防ぐだけで

なく、不純物混合サンプルにおいて、溶解した脂肪酸が凝集体に与える影響を最小限にす

ることが可能であるためである 156。しかし、作製した脂質粒子が遊離脂肪酸粒子のモデル

粒子となりえるかどうかは明らかではなかったため、モデル粒子としての妥当性を評価お

よび議論する。 

FlowCam により取得した脂質粒子（粉砕）および脂質粒子（スプレー）について、一部

は半透明な粒子であり、一部は楕円状の粒子であった（図 7 (c), (d)）。また、図 8 で示す

ように、2種類の脂質粒子のほとんどが 10 µm未満のサイズを示していた。抗体医薬品に

発生しうる遊離脂肪酸粒子のサイズは 10 µm未満とされているほか 146、Fish らが報告した

遊離脂肪酸の粒子の特徴が半透明または楕円状であったことを考慮すると 157、今回作製し

た 2種類の脂質粒子は、抗体医薬品に含まれる可能性のある遊離脂肪酸粒子のモデル粒子

とみなすことができると示唆される。したがって、作製した脂質粒子を遊離脂肪酸粒子の

モデル粒子として、以降の考察を進めることとした。 

 

不純物粒子サンプルと不純物混合サンプルを使用する妥当性について 

 3種類のフローイメージング顕微鏡：FlowCam、iSpectおよび MFIで取得した、4種類の

不純物粒子：凝集体、シリコーンオイル油滴、脂質粒子（粉砕）、および脂質粒子（スプ

レー）の粒子画像は、そのサイズが 10 µm よりも小さい場合、粒子の外観から粒子を同定

することは困難であった（図 7）。これは、不純物粒子の形態が類似していることを意味す

ると考えられる。同様に、各不純物粒子の平均輝度と円形度の形態分布が大きく重なって

いたことも、10 µm未満の粒子の類似性が高いことを支持している（図 9）。また、平均輝

度と円形度だけでなく、粒子の対称性、アスペクト比といった他の形態パラメータ（表 2）



 54 

を用いた主成分分析でも、バイプロットにおける各不純物粒子の分布は重なっており、粒

子の識別が困難であることを示している（補足図 1）。過去の研究においても、単一の形態

パラメータや複数の形態パラメータの組み合わせによって、10 µm 未満の凝集体とシリコ

ーンオイル油滴を区別することは困難であるとしており、本研究結果も同様の傾向を示し

ている 123,125。さらに、不純物粒子サンプルのサイズ分布からは、本研究で使用した不純

物粒子は、定量と識別が未だ困難とされる 10 µm未満のサイズをもつことが示された（図

8）。以上から、今回作製した不純物粒子サンプルは、それぞれ形態が類似しているため識

別が容易ではなく、定量と識別が求められる 2-10 µm の不純物粒子を再現できたと考えら

れる。 

 また、不純物混合サンプル 1 mL あたりに含まれる粒子数は、不純物混合サンプルの調

製に使用した各不純物粒子サンプルの液量および粒子濃度から計算される粒子数と同様の

値となった（図 8）。すなわち、不純物混合サンプルを調製するにあたって、不純物粒子の

分解や溶解、会合、凝集による粒子数の増減がほとんどなかったと仮定できる。したがっ

て、不純物混合サンプルの調製に使用した各不純物粒子サンプルの液量および粒子濃度か

ら計算した内因性粒子の割合を、不純物混合サンプルの組成の理論値であるものとして以

降の解析を進めた。 

 

フローイメージング顕微鏡ごとで取得される形態パラメータの違い 

 3種類のフローイメージング顕微鏡：FlowCam、iSpectおよびMFIを使用して取得した、

4種類の不純物粒子：凝集体、シリコーンオイル油滴、脂質粒子（粉砕）、および脂質粒子

（スプレー）の形態分布は、同じ不純物粒子サンプルを測定したにもかかわらず、使用し

たフローイメージング顕微鏡ごとに結果が異なっていた（図 9）。Kiyoshi らや Zöllsr らの

研究においても、凝集体を含む同一サンプルを FlowCam と MFI で測定した結果、取得さ

れたアスペクト比、円形度、輝度の分布に差が生じたことが報告されており 17,38、本研究

の結果も同様の傾向を示している。これには、表 1 で示した各フローイメージング顕微鏡

のハードウェア設定およびソフトウェア設定の違いが、影響していると考えられる 17。 



 55 

まず、各顕微鏡間の平均輝度の違いについて考察する。iSpect と MFI では、背景よりも

輝度が小さい粒子のみを検出する一方 17、FlowCam では、背景よりも輝度が小さい粒子と

大きい粒子を検出することが可能である。なぜなら、FlowCam の光学設計は、MFI とは異

なり、特定の光の回折パターンを生じるように設計されているため、背景よりも輝度の高

い粒子の取得を可能とすることが報告されているためである 17。図 7 からも明らかである

ように、FlowCam から取得された粒子画像は、iSpect および MFI から取得された粒子画像

と比較して、コントラストが小さい代わりに粒子内部の輝度が全体的に高く、粒子の多様

な形態を観察することが可能である。一方 iSpectと MFIは、FlowCamのような光の回折パ

ターンによる粒子の形態に変化がないため、コントラストが高く粒子内部の輝度が全体的

に低くなると考えられる 17。これらを考慮すると、特定の光の回折パターンの有無は、粒

子の平均輝度の分布にも影響すると考えられ、表 1 で示したグレースケールの違いはある

ものの、iSpect と MFI での粒子の平均輝度の分布傾向は類似していたことから、iSpect と

MFI には、FlowCam のもつ特有の光の回折パターンがほとんどないと推察される。 

次に、各顕微鏡間の円形度の違いについて考察する。表 1 で示すように、FlowCam では

iSpect と MFI よりも高い倍率の対物レンズを使用している。FlowCam は、MFI よりも対物

レンズの倍率が大きいため、被写界深度が浅く、焦点の合わない粒子画像を多く取得する

可能性が指摘されており 17,158、本研究でも粒子の輪郭がぼやけた焦点の合わない画像が多

く取得されている（補足図 2）。実際に、表 1 で設定したセグメンテーション閾値にしたが

って、輪郭がぼやけたシリコーンオイル油滴画像の関心領域を二値化すると、関心領域が

円形とならず、本来球形であるシリコーンオイル油滴の円形度の値は 1 よりも小さくなっ

た（補足図 2（b））。よって、対物レンズの倍率の違いにより、FlowCam での円形度の分

布範囲は、iSpect と MFI と比較して小さくなったと考えられる。 

さらに、図 8 における不純物粒子サンプルおよび不純物混合サンプルのサイズ分布から

も、表 1 で示した各フローイメージング顕微鏡の光学設計や解析ソフトウェアのアルゴリ

ズムの違いによる影響が顕著となっている。図 7 で示したように、各フローイメージング

顕微鏡で取得される粒子画像の背景輝度が異なっていたことから、光源の強さ、あるいは
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カメラのダイナミックレンジが各顕微鏡間で異なることが示唆される 159。また、対物レン

ズの倍率の違いにより、粒子画像 1 pixel あたりのサイズ（µm）も各顕微鏡で異なると考

えられる。したがって、不純物粒子を模倣するような標準粒子を用いて各顕微鏡の粒子サ

イズの定義や算出アルゴリズムの統一を試みたとしても、粒子のサイズ分布や粒子の関心

領域の面積を完全に揃えることは困難であることが推察される。 

以上のことから、本研究結果は、粒子画像から取得される形態パラメータの値や分布は

顕微鏡間で異なるという過去の研究結果を支持しており 17,38、これには光学設計の違いが

影響しているため、各顕微鏡で解析アルゴリズムを統一することは困難であると考察でき

る。 

 

2 µm 以上の粒子画像を分類する学習済み CNN>2 µmの分類性能 

凝集体とシリコーンオイル油滴の分類について 

 FlowCam により取得した学習済み CNN>2 µmは、96.7%の正答率を示しており、さらに、

凝集体とシリコーンオイル油滴を含む不純物混合サンプルの粒子組成を、理論値から 3%

の差で予測することができた。Calderon らも同様に、FlowCam で取得した粒子画像を利用

し、凝集体とシリコーンオイル油滴を分類するための CNNを構築した。しかし、Calderon

らの CNN は、凝集体とシリコーンオイル油滴の組成が 1:1 である混合サンプルに含まれ

る凝集体の割合を、理論値から 25%以上過小評価、あるいは過大評価していた 47。さらに

Calderon らの CNN は、凝集体単独のクラスとシリコーンオイル油滴単独のクラスに分類

するものではなく、粒子がどの「不純物粒子群」に属するかを予測するというものであっ

た 47。一方、本研究で構築した学習済み CNN>2 µmは、96%以上という高い正答率で単粒子

レベルでの粒子分類を可能とした。したがって、本研究で構築した CNN 構造は、過去の

研究で構築された CNN 構造よりも、正答率と分類クラスの正確さという点で優れている

ことを示唆している。Calderon らの CNN と、本研究で構築した CNN の構造の大きな違い

は、バッチ正規化を使用するか、ドロップアウトを使用するかである 160。ドロップアウト

は、CNN のトレーニング過程で一部のニューロンをネットワークから完全に削除するた
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め、学習効率を向上させることは可能であるものの、その分正答率は低くなることがある

155。一方バッチ正規化は、ニューロンをネットワークから排除することなく、すべてのニ

ューロンを使用して学習することが可能であるため、ドロップアウトの使用時とほとんど

変わらない学習速度にもかかわらず、正答率が高くなることが報告されている 160。したが

って、これまで検討されてきた CNN よりも高い正答率を示したのは、バッチ正規化の導

入によるものだと示唆される 160。また、Calderon らの CNN は、分類する粒子のサイズに

ついて言及しておらず、2-10 µm の粒子を CNN により凝集体、あるいはシリコーンオイル

油滴に分類可能であるかは明らかでなかった。一方、本研究で分類対象とした不純物粒子

は 2-10 µm の範囲で観測され、それらの形態の類似性は高かったにもかかわらず、CNN は、

凝集体とシリコーンオイル油滴の粒子画像を高い正答率で分類した。このことから、CNN

を活用することで、これまで不可能とされていた不純物粒子の同定が可能になると想定さ

れる。 

次に、iSpectと MFIにおける学習済み CNN>2 µmは、それぞれ 88.1%と 79.3%の正答率を示

し、FlowCam における学習済み CNN>2 µmよりも正答率は低くなった。また、iSpect と MFI

における学習済み CNN>2 µmは、凝集体とシリコーンオイル油滴を含む不純物混合サンプル

の粒子組成を、理論値から 15%以内の差で予測したものの、FlowCam における学習済み

CNN>2 µmより分類性能は劣っていた。これは先述した通り、FlowCamが独自の光学設計を

もち、粒子の多様な形態を観察することが可能であることが、正答率の向上に大きく関わ

ったと推察される。そこで、FlowCamとMFIで取得した凝集体とシリコーンオイル油滴の

粒子サイズと、粒子内部領域の凹凸の程度を示す指標である輝度の標準偏差を使用して、

各不純物粒子の形態分布を比較した（補足図 3）。その結果、シリコーンオイル油滴に関し

て、形態分布の広がりは FlowCam よりもMFI で小さくなっていた（補足図 3(b),(f)）。一

方、凝集体の形態分布の広がりは装置間で大きな変化はなく、むしろ FlowCam では、凝

集体とシリコーンオイル油滴の形態分布が大きく重なっていることから、輝度の標準偏差

にもとづいた粒子の分類が困難であると予測される 119。それにも関わらず、FlowCam に

おける学習済み CNN>2 µmが最も高い正答率を示したという本研究結果は、高い正答率の学
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習済み CNN を作製するには、粒子内部の形態が観察可能な粒子画像が必要である可能性

を示す、新たな知見である。ただし、今回 iSpect に関しては、輝度の標準偏差の取得が不

可能であったため、MFI と類似した形態分布を示すという仮定のもと考察していることに

留意が必要である。 

 

凝集体と脂質粒子の分類について 

 バイオ医薬品で最も一般的に利用される非イオン性界面活性剤は、ポリソルベート 20

とポリソルベート 80 である 149。使用する界面活性剤によって異なる形態の遊離脂肪酸粒

子が生じることが予想されることから 149,161、本研究では、形態の異なる 2種類の脂質粒子

を遊離脂肪酸粒子のモデル粒子として作製し、凝集体との分類を試みた。 

 まず、FlowCam により取得した 2 µm 以上の粒子画像を分類する学習済み CNN>2 µmは、

凝集体と脂質粒子（粉砕）あるいは脂質粒子（スプレー）の分類において、それぞれ

92.4%あるいは 93.1%の正答率を示しており、凝集体とシリコーンオイル油滴の分類より

も小さい値となった。さらに、どちらの学習済み CNN>2 µmも、不純物混合サンプルの粒子

組成を、理論値よりも 8.1%、あるいは 11.6%小さく予測した。前項の「凝集体とシリコー

ンオイル油滴の分類について」と同様に、凝集体と各脂質粒子の輝度の標準偏差の分布を

比較したところ、形態分布範囲はいずれも広く、FlowCam は各脂質粒子の形態を反映した

粒子画像を取得できたと推察される（補足図 3）。しかしながら、凝集体とシリコーンオイ

ル油滴を分類する学習済み CNN>2 µmと比較して、凝集体と脂質粒子の不純物混合サンプル

に含まれる粒子の誤分類が多かったという結果は、脂質粒子の形態パターンはシリコーン

オイル油滴よりも凝集体と類似していることを意味する。しかし、形態パラメータに基づ

く解析では、凝集体と脂質粒子（スプレー）の不純物混合サンプルの粒子組成を、ほとん

ど予測できていなかったことを考慮すると、FlowCam での測定において凝集体と脂質粒子

が混在したサンプルを分析する場合、CNN が最も高い正答率で粒子組成を予測できる可

能性があると示された。 

 また、iSpect および MFI により取得した、2 µm 以上の粒子画像を分類する学習済み
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CNN>2 µmも、FlowCam における学習済み CNN>2 µm と同様に、凝集体とシリコーンオイル

油滴の分類よりも小さい正答率を示した。一方で、iSpect および MFI における学習済み

CNN>2 µm は、凝集体と脂質粒子を含む不純物混合サンプルの粒子組成を、理論値から 1-

6%の差で予測することが可能であった。いずれの学習済み CNN>2 µmも、正答率こそ 80%

程度であったものの、ほとんどの不純物混合サンプルに対して形態パラメータに基づく解

析よりも理論値に近い粒子組成を予測していたことは、CNN が、遊離脂肪酸粒子のモデ

ル粒子である脂質粒子と凝集体を分類可能であることを強く裏付ける結果である。 

 

CNN による抗体医薬品の不純物粒子分析 

本研究において構築した CNN は、異なる光学設計をもつフローイメージング顕微鏡から

取得された粒子画像であっても、不純物混合サンプルに含まれる凝集体と内因性粒子を少

なくとも約 80%以上の正答率で分類し、不純物混合サンプルに含まれる内因性粒子の割合

を理論値に近い値で予測することが可能であった。これまで着目されてきた凝集体とシリ

コーンオイル油滴の分類に関して、学習済み CNN による不純物混合サンプルの組成の予

測値と理論値との差が最小で 3%以内であったことは、形態パラメータに基づく解析では

困難とされていた 2-10 µm サイズの粒子の分類に CNN が有用である可能性を意味してい

る 123,125,139,141,144。また、これまで構築された、凝集体とシリコーンオイル油滴を分類する

ための予測モデルの分類性能は、正答率に基づく評価がほとんどであり、不純物粒子が混

在するサンプル溶液の粒子組成を予測し、学習済み CNN の分類性能を評価したのは本研

究が初めてである。さらに、これまで凝集体とシリコーンオイル油滴の分類に限定されて

いた CNN が、凝集体と遊離脂肪酸粒子のモデル粒子である脂質粒子の分類にも利用可能

であることを実証し、内因性粒子の種類によらず凝集体との区別が可能であったという本

研究結果は、CNN を抗体医薬品の不純物粒子分析に応用するにあたり重要な知見である。 

また特筆すべきなのは、学習済み CNN の正答率や粒子組成予測といった分類性能が、使

用する顕微鏡間で大きく変化しなかったことである。形態パラメータに基づく解析では、

不純物混合サンプルの粒子組成の予測値が理論値から大きく外れているものが多く、使用
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する装置や分類対象によって異なる分類性能を示した。形態パラメータに基づく解析での

顕微鏡間の分類性能の違いは、過去の研究でも報告されており、本研究結果も同様の傾向

を示した 118,119。したがって、形態パラメータに基づく解析は、使用される装置や解析手

法によって、使用される形態パラメータの値や項目、組み合わせが異なるため、正答率や

組成予測結果が顕微鏡間で大きく異なると考えられる。一方 CNN は、異なる光学設計や

解析ソフトウェアが搭載されたフローイメージング顕微鏡であっても、粒子画像を取得す

るというプロセスのみで、2 種類の不純物粒子が含まれる不純物混合サンプルの粒子組成

を理論値と近い値で予測した。使用する顕微鏡間で CNN の分類性能が大きく変化しなか

ったということは、本研究で初めて明らかになった事実であり、各製薬企業で異なるフロ

ーイメージング顕微鏡が使用されていることを考慮すると、CNN は、形態パラメータに

基づく解析よりもユニバーサルな不純物粒子分析が可能であると結論づけられる。本研究

では、抗体医薬品の製剤に含まれうる不純物粒子として、凝集体とシリコーンオイル油滴、

遊離脂肪酸粒子に焦点をあてた。これらの多くは、製剤となってから投与されるまでに発

生しうると考えられるため 21,22,49,144,145,147,157、本研究による CNN の不純物粒子分析への応

用は、製剤の特性評価において有効となる可能性がある。現時点で、2-10  µm の凝集体は

規制の対象とはなっていないものの、潜在的な免疫原性の危険性は依然として存在する

20,39,162。したがって、将来的に 2-10 µm の凝集体も含量の規格値が設定される可能性があ

り、本研究で構築した CNN が、その規格値に対して十分な精度で凝集体の識別と定量を

可能であるかどうかは、今後検討されなければならない。 

さらに本研究では、凝集体と内因性粒子の二項分類を可能とする CNN を構築した。しか

し、実製剤では 3種類以上の不純物粒子が混在する可能性もある。分類問題を解決するた

めの機械学習は、その分類クラスが多いほどモデルが複雑となり、高い正答率でモデルを

構築することは困難とされる 161。実際、凝集体と脂質粒子（粉砕）、脂質粒子（スプレー）

をトレーニングデータとして多クラス分類では、どのフローイメージング顕微鏡画像を使

用した場合でも、その正答率は 72%を下回っており、多クラス分類を可能とする CNN 構

造については研究の余地がある（補足図 4）。  
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第 5 節 小括 

 第 2 章では、抗体医薬品で定量と分類が求められている 2-10 µm の凝集体と、内因性粒

子であるシリコーンオイル油滴、脂質粒子（粉砕）、あるいは脂質粒子（スプレー）を分

類することを目的とし、現存する 3種類のフローイメージング顕微鏡それぞれに対応可能

な CNN 構造を構築し、不純物粒子の分類性能を評価した。 

 第一に、2-10 µm の凝集体と内因性粒子の分類において、使用するフローイメージング顕

微鏡の種類によっては、分類が困難とされていた 2-10 µm未満の粒子を、CNNが 90%以上

の高い正答率で分類することが可能であることが実証された。さらに CNN は、凝集体と

内因性粒子を含む不純物混合サンプルの組成を理論値と近い値で予測し、抗体医薬品の不

純物粒子分析に CNN が有用である可能性が示された。また、これまで分類対象の中心に

なっていた凝集体とシリコーンオイル油滴だけでなく、凝集体と遊離脂肪酸粒子のモデル

粒子の分類にも CNN が応用可能であると考えられ、分類対象に依存しない不純物粒子分

析を可能とすることが示された。 

 第二に、フローイメージング顕微鏡から取得される形態パラメータに基づいた分類手法

では、2-10 µm の凝集体と内因性粒子を含む不純物混合サンプルの組成を予測することが

困難であり、使用する顕微鏡によってその分類性能は大きく異なっていた。一方 CNN は、

使用する顕微鏡にかかわらず、粒子画像を取得するというプロセスのみで、不純物混合サ

ンプルの組成を理論値に近い値で予測することが可能であり、本研究で構築した CNN は、

よりユニバーサルな分類手法である可能性を示した。 

 抗体医薬品の不純物粒子を定量するためには、各製薬企業で解析手法を統一することが

理想的ではあるが、異なるフローイメージング顕微鏡が使用されている現状では困難であ

る。粒子画像を取得するというプロセスのみで、CNNが 2-10 µm の不純物粒子を単粒子レ

ベルで分類することが可能であり、さらに使用するフローイメージング顕微鏡で分類性能

が大きく変化しないという事実は、バイオ医薬品の品質管理戦略を構築するうえで非常に

重要な知見である。一方、多クラス分類という残された課題もあり、CNN 構造のさらな

る改善は必要である。  
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第 3 章 組換えアデノ随伴ウイルスベクター製剤の不純物粒子分析 

第 1 節 緒言 

 抗体医薬品だけでなく、定量と識別が求められる不純物粒子が含まれるバイオ医薬品と

して、組換え AAV ベクター製剤が挙げられる。組換え AAV ベクター製剤（以下「AAV 製

剤」と呼ぶ。）は、遺伝子治療において遺伝子送達を担うウイルスベクターとして使用さ

れている。AAVは、他のウイルスベクターであるレンチウイルスやアデノウイルスと比較

して、組織指向性、遺伝子導入効率および安全性が高いとされ、特に in vivo 遺伝子治療の

臨床試験応用において AAV 製剤の使用が中心となりつつある 65,163。しかし、AAV 製剤の

有効性と安全性について懸念されているのが、空粒子の存在である 72,164–166。空粒子は、

AAV 製剤の製造時に生じる、遺伝子を含まない AAV 粒子のことを指す。空粒子は、下流

工程での除去が行われるものの、各精製方法に限度があるほか、AAVは物理化学的ストレ

スにより内包された DNA ゲノムをカプシドの外に放出することが報告されているため、

最終製品から空粒子を完全に除去することは困難である。実際に Horowitz らは、加熱、

pH の低下、および浸透圧の上昇により、AAV 製剤に含まれる空粒子の割合が増加したこ

とを実証した 93。さらに Bee らは、凍結融解を繰り返すことで、溶媒中の遊離 DNA ゲノ

ム量が増加したことを示した 91。したがって空粒子は、製造だけでなく、輸送や保管、投

与においても生じる可能性がある。よって、AAV製剤には少なからず空粒子が存在してい

ると考えられる。 

 空粒子が含まれることによる AAV 製剤の安全性と有効性への影響は、これまで多くの

先行研究で報告されている。Parker らは、完全粒子と同量の空粒子をマウスに投与すると、

遺伝子の発現レベルが抑制されたことを実証した 5。Gaoらと Xiangらは、完全粒子と空粒

子をマウスに同時投与することで、遺伝子の発現レベルが抑制されただけでなく、肝臓毒

性を示すアラニンアミノトランスフェラーゼレベルが上昇したことを実証した 83,164。さら

に Pei らは、マウスを使用した実験により、空粒子が完全粒子よりもカプシド特異的

CD8+T細胞の増殖を誘導したとする結果を示し、空粒子が生体内で免疫毒性を持つ可能性

を示唆した 165。2011年に実施された血友病 B患者の臨床試験においては、血液凝固第 IX
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因子遺伝子を含む AAV8 製剤を高用量（2 × 1012 vg/kg）で投与した際、カプシド特異的 T

細胞の活性が関与する血清アミノトランスフェラーゼレベルが上昇したことが明らかとな

った 167。空粒子の存在を考慮すると、実際に投与したカプシド用量は 2 × 1012 vg/kg より

も高い可能性があり、その結果、過剰な免疫反応や炎症が生じたと講じられている。ゆえ

に、空粒子の存在を可能な限り最小限にし、純度、すなわち製剤に含まれる全 AAV 粒子

に対して完全粒子が占める割合（F/E 比）を正確に評価することが推奨されている。 

 AAV 製剤の F/E 比を評価するには、超遠心分析（AUC）や電荷検出質量分析（CDMS）

などの分析手法が利用される。これらは、高分解能で完全粒子と空粒子を分離可能である

ものの、AAV製剤に含まれる空粒子の割合が少なくなると、ノイズと空粒子由来の信号の

区別が難しくなるために、空粒子の定量が困難になる。例えば、AAV 製剤の F/E 比を評価

するためのゴールドスタンダードな手法である AUC では、通常、吸光度に基づいた定量

を行うが、波長 280 nm における空粒子の吸光係数は完全粒子の吸光係数の 1/10 であるた

めに、F/E 比が 90%である場合、空粒子の信号強度は完全粒子の 1%程度になる。実際、

F/E 比が 90%以上であると予想される場合、空粒子の濃度の推定値の標準偏差が 20%を超

える可能性があると報告されている 99。試料の干渉散乱に基づいて分子量を計測するマス

フォトメトリー法や、単一イオンの質量を分析可能な CDMSも F/E 比を決定できる有力な

手法である。しかしながら、F/E 比が 92%を超える場合に、各手法で正確な評価が可能で

あるかは検討されていない 71,95,97,168。 

 クライオ電子顕微鏡も、完全粒子と空粒子を区別し、F/E 比を評価することが可能な手

法として、AAV 粒子の測定手順や解析方法について研究が進められてきた 73,95。クライオ

電子顕微鏡は、カプシドの完全性を維持しながら AAV 粒子を視覚化することで、カプシ

ドのサイズや形状といった形態学的特徴を観察することが可能である。AAV粒子は、内包

される DNA ゲノムの有無によりカプシド内部の荷電状態が異なるため、クライオ電子顕

微鏡により視覚化された AAV 粒子は、異なる形態学的特徴を持つ。この形態学的特徴の

違いに着目すると、粒子内部の明暗の指標である輝度強度に基づいた解析を利用して、完

全粒子と空粒子を分類することが可能である。これまで、クライオ電子顕微鏡による F/E
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比の評価手法が開発され、その分析結果を評価原理が異なる他の分析手法の結果と比較す

ることで分類精度が評価されていた 73,95。一見すると、完全粒子と空粒子は人の目でも区

別することが可能であり、粒子内部の輝度強度による分類が容易であると想定される。し

かしながら、クライオ電子顕微鏡で取得された AAV 粒子画像のなかには、完全粒子と空

粒子のどちらであるか判別が困難なものも存在する（図 10）。実際に過去の研究では、粒

子内部の輝度強度に基づいて算出された F/E 比が、他の分析手法による F/E 比よりも大き

く下回っていたことが報告されており、区別が困難なAAV粒子の存在を裏付けている 95。

さらに、F/E 比が 80%を上回る場合、クライオ電子顕微鏡では F/E 比を正確に評価可能で

あるかは明らかになっておらず 73、需要が高まる高純度 AAV製剤の F/E比を正確に評価可

能な手法の検討はされていなかった。 

 以上の背景から、クライオ電子顕微鏡で取得される AAV 粒子について、完全粒子と空

粒子に分類することが困難な粒子を分類する手法の検討がされていなかったこと、さらに

F/E 比が 92%を超える高純度 AAV 製剤の F/E 比を正確に評価可能である手法が確立されて

いないことが、先行研究における課題であると言える。そこで、第 2 章の結果をふまえる

と、これらの課題を解決するための手法のひとつとして CNN が有効であると考えられる。

第 2章では、使用するフローイメージング顕微鏡によらず、CNNが抗体医薬品に含まれる

可能性のある不純物粒子を単粒子レベルで分類し、不純物が混合する溶液の組成を予測す

ることが可能であると示された。したがって、フローイメージング顕微鏡画像とは測定原

理やスケールの異なるクライオ電子顕微鏡で取得した画像であっても、CNN を利用する

ことで、粒子内部の輝度強度による判別が困難な AAV 粒子を完全粒子と空粒子に分類す

ることが可能であり、純度に関わらず AAV 製剤の F/E 比を正確に評価可能であると考え

た。そこで本章では、第 2 章で構築した CNN 構造を応用し、クライオ電子顕微鏡により

取得した AAV 粒子画像を完全粒子と空粒子に分類することで、AAV 製剤に含まれる空粒

子を定量することを目的とした。本章でも、粒子の類似性を判断する手法として、形態パ

ラメータである粒子内部の輝度強度に基づく解析も同時に行った。輝度強度に基づく解析

と CNN の分類性能やスループットを比較し、AAV 製剤の不純物分析における両者の定量
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性について議論した。このためにまず、完全粒子が大部分を占める完全粒子サンプルと、

空粒子のみで構成される空粒子サンプルの顕微鏡画像を、それぞれクライオ電子顕微鏡で

取得し、完全粒子と空粒子の粒子画像を取得可能な画像処理プログラムを作製した。続い

て、取得した粒子画像をトレーニングデータセットとして、AAV粒子を完全粒子と空粒子

に分類可能な CNNを構築した。次に、CNNが分類対象とする AAV粒子の輝度強度を表す

パラメータを取得するための解析アルゴリズム（以下「輝度比による解析」と呼ぶ。）を

作製した。輝度比による解析では、クライオ電子顕微鏡画像の背景領域と粒子内部領域の

平均輝度の比を計算することで、F/E比を算出する。輝度比による解析と CNNの分類性能

を比較するため、完全粒子サンプルと空粒子サンプルを新たに作製し、クライオ電子顕微

鏡画像の取得と、AAV 製剤の不純物分析のゴールドスタンダードである AUC を並行して

実施し、それぞれから算出される F/E比を評価した。その結果、輝度比による解析と CNN

は、AUCと同様の正確性で F/E比を算出した。続いて、完全粒子と空粒子を特定の組成で

含む AAV 混合サンプルを調製し、輝度比による解析と CNNが予測する組成とその理論値

を比較した。その結果、輝度比による解析と CNN は、AAV 混合サンプルの組成を高い精

度で予測したことが示された。最後に、塩化セシウム密度勾配超遠心分離（CsCl-density 

gradient ultracentrifugation; CsCl-DGUC）により純度を高めた（F/E比 >95%）高純度 AAV製

剤の F/E 比を、輝度比による解析と CNN で評価したところ、AAV 製剤に含まれる空粒子

がわずかである場合、CNNがより正確に F/E比を予測できる可能性が示された。これらの

結果より、AAV 製剤の不純物分析において、CNNが AAV 製剤の不純物粒子を正確に定量

できる強力なツールであることが世界で初めて明らかとなり、CNN を AAV 製剤の特性評

価に応用できる可能性が示された。また本研究は、100 keV の加速電圧を備えるクライオ

電子顕微鏡を AAV 製剤の不純物粒子分析に応用した初めての試みである。200 keV あるい

は 300 keV の加速電圧を備えるクライオ電子顕微鏡で F/E 比を評価した過去の研究と、本

研究での解析手法を、精度やスループットの観点で比較し、本研究結果がクライオ電子顕

微鏡による AAV 製剤の分析に与える影響について議論した。 
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図 10. クライオ電子顕微鏡で取得された AAV 粒子において、完全粒子と空粒子の識別が

困難な粒子の代表例 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

実験材料 

HEK293 細胞株による AAV の産生 

HEK293F 細胞（Thermo Fisher Scientific社）を 6 mM L-グルタミン(富士フィルム社)を含

む BalanCD HEK293 培地(富士フィルム社)で 2日あるいは 3日間拡大培養した。拡大培養

した HEK293F 細胞に、緑色蛍光タンパク質（Green fluorescent protein; GFP）あるいは血液

凝固第 IX 因子（Factor-IX; FIX）を目的遺伝子として含むトランスジーンプラスミド

（pAAV-HCRhAAT-FIXpadua-bFIXあるいは pAAV-CMV-EGFP）、血清型 8あるいは血清型 9

の Cap 遺伝子を含む RepCap プラスミド（pRep2Cap8 あるいは pRep2Cap9）、ヘルパープラ

スミド、および形質転換試薬 FectoVIR-AAV（Polyplus社）を加えて 3日間あるいは 4日間

培養し、HEK293F 細胞を形質転換した。 

 

AAV サンプル 

形質転換細胞と培地を回収し、形質転換細胞を AAV-MAX 溶解緩衝液（Life Technologies

社）で細胞溶解した。細胞溶解液中に含まれる AAV をポリエチレングリコール-800 で一

晩沈殿させ、その後 0.22 µm のフィルターで濾過した。濾液を 0.001%の界面活性剤

poloxamer-188 を含むリン酸緩衝生理食塩水（以下「AAV バッファー」と呼ぶ。）に溶解し、

これをアフィニティークロマトグラフィーAKTA avant 150（Cytiva 社）で精製した。続い

て、CsCl-DGUC に基づき、超遠心分離機 Optima XE-90（Beckman Coulter社）でさらに精

製し、フラクショネーターによる完全粒子と空粒子の分画回収を行なった。各分画は 100 

kDa カットオフの透析カセットを使用し、溶媒を AAV バッファーに置換した。これによ

り、GFP を目的遺伝子として含む AAV 血清型 9 の完全粒子（以下「完全粒子サンプル」

と呼ぶ。）と空粒子（以下「空粒子サンプル」と呼ぶ。）、FIX を目的遺伝子として含む

AAV血清型 8 の完全粒子（以下「完全粒子 100サンプル」と呼ぶ。）と空粒子（以下「完全

粒子 0サンプル」と呼ぶ。）、および GFPを目的遺伝子として含むAAV血清型 8の完全粒子

（以下「完全粒子 GFPサンプル」と呼ぶ）を作製した。F/E比が確実に 90%以上となる高純
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度完全粒子サンプルを作製するため、完全粒子 100 サンプル、および完全粒子 GFP サンプル

をそれぞれ再度 CsCl-DGUC により精製し、フラクショネーターで完全粒子を分画回収し

た。回収した分画を 100 kDaカットオフの透析カセットを使用して溶媒を AAVバッファー

に置換し、それぞれ高純度完全粒子 FIXサンプル、高純度完全粒子 GFPサンプルとした（表

5）。 

 

氷包埋とオートグリッドの作製 

 AAV 粒子をアモルファス状の氷で固定するため、氷包埋を行なった（図 11）。まず、銅

製の 300 メッシュ Quantifiol R1.2/1.3 グリッド（EMJapan社）に、厚さおよそ 5 nm から 8 

nm のカーボン支持膜で表面全体をコーティングした。カーボン支持膜は疎水性であるた

め、表面の濡れ性を向上させる必要がある。これには、親水化と呼ばれるプラズマ処理が

必要である。プラズマ処理では、グリッドをチャンバー内に配置し、チャンバー内が低真

空になるまで電圧を印加させることで酸素分子のプラズマを発生させる。これにより、カ

ーボン支持膜のC-C結合が切断され、C-O極性官能基が形成されるため、グリッド表面で

の試料の分散性が向上する。そこで、親水化処理装置 VES-10（VACCUME DEVICE 社）

を使用し、12 mA の放電電流で 30 秒間グロー放電を行うことでプラズマ処理を行い、親

水化グリッドを作製した。親水化グリッドの縁部分を、氷包埋専用のピンセットで挟み、

表 5: 作製した AAV サンプルの名称とその詳細 

サンプルの名称 血清型 目的遺伝子 分画 CsCl-DGUC の回数 

完全粒子サンプル 9 GFP 完全粒子 1 

空粒子サンプル 9 GFP 空粒子 1 

完全粒子 100サンプル 8 FIX 完全粒子 1 

完全粒子 0サンプル 8 FIX 空粒子 1 

完全粒子 GFPサンプル 8 GFP 完全粒子 1 

高純度完全粒子 FIXサンプル 8 FIX 完全粒子 2 

高純度完全粒子 GFPサンプル 8 GFP 完全粒子 2 
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氷包埋専用の装置である Vitrobot Mark IV（Thermo Fisher Scientific社）を湿度 100%、温度

4℃に設定し、内部のアーム部分に装着した。組換え AAV ベクターを含むサンプル 2.7-3.0 

µL を、親水化グリッドにアプライし、余分な液体をろ紙で吸収したのち、液体窒素で液

化した液体エタンに浸し、サンプル溶媒の水分子をアモルファス化させた（氷包埋）。氷

包埋したグリッドは、融解と氷の形成を防ぐため、測定するまで常に液体窒素中で保管し

た。顕微鏡での測定の直前に、グリッドリングと Cリングを使用して氷包埋したグリッド

を固定し、オートグリッドと呼ばれる測定用グリッドを作製した。 

 

 

図 11. 氷包埋の概要図 

 

不純物混合サンプル 

 後述する超遠心分析バンド沈降速度法で決定した、完全粒子 100 サンプルおよび完全粒 0

サンプルのゲノム力価（vector genome/mL; vg/mL）、カプシド力価（capsid/mL; cp/mL）、お

よび F/E 比に基づき、全 AAV 粒子における完全粒子 100 サンプルの粒子数の割合が、25%

（以下「完全粒子 25 サンプル」と呼ぶ。）、50%（以下「完全粒子 50 サンプル」と呼ぶ。）、

および 75%（以下「完全粒子 75サンプル」と呼ぶ。）になるよう、完全粒子 100サンプルと

完全粒子 0サンプルを混合した。 

 

実験方法 

超遠心分析バンド沈降速度法 

 完全粒子 100サンプル、完全粒子 0サンプル、および高純度完全粒子サンプルの F/E 比を

決定するため、分析用超遠心機 Optima AUC（Beckman Coulter社）を使用し、超遠心分析
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バンド沈降速度法（Band sedimentation-analytical ultracentrifugation; BS-AUC）を実施した 99。

まず、光路長 1 cm、波長 230 nm における吸光度が 0.5未満になるよう AAV バッファーで

希釈した。測定前に AAV サンプルが AAV バッファーに拡散しないよう、バンドフォーミ

ングセンターピース（Spin Analytical 社）と呼ばれるローディングチャネルを遠心分離機

のローターに取り付け、センターピースのサンプル用ウェルとリファレンス用ウェルに、

それぞれ 15 µL の AAV サンプルと AAV バッファーを加えた。AAV バッファーにおける

AAV 粒子の移動境界面速度を分析するため、あらかじめローター内に設置されたセルに

AAV バッファーを満たした。これらを 20℃、20,000 rpm で遠心分離しながら波長 230 nm

あるいは 280 nm における吸光度を測定することで、沈降界面の様子をモニタリングした。

セル中のサンプルの吸光度は、半径方向 10 µm の間隔で 180秒ごとに測定され、摩擦や拡

散、ノイズ等を考慮した解析ソフト SEDFIT を用いて理論曲線にフィッティングした。理

論曲線からはサンプルの沈降係数の分布関数 c (s)が得られ、完全粒子と空粒子の沈降係

数に対応する各成分のピークの面積は、各成分の吸光度に対応するため、ピーク面積の比

から F/E 比を決定した。さらに、FIX を目的遺伝子として含む AAV血清型 8 の完全粒子と

空粒子の波長 280 nm におけるモル吸光係数は、それぞれ 7.34 × 106 M-1cm-1と 2.010 × 107 

M-1cm-1であるため 99、これらを使用し、完全粒子 100サンプルと完全粒子 0サンプルのゲノ

ム力価およびカプシド濃度を決定した。 

 

クライオ電子顕微鏡 

F/E 比の算出に必要な AAV 粒子画像を取得するため、Ceta-F カメラを搭載した加速電圧

100 keV のクライオ電子顕微鏡 Tundra（Thermo Fisher Scientific社）を使用した。まず、オ

ートグリッドを TEM 本体にロードするため、ローディングステーションのカセットにオ

ートグリッドをセットし、液体窒素環境を保ちながらトランスファーデバイスによりオー

トグリッドを試料台に移動させた。グリッドの全体図であるアトラス（倍率×84）を撮影

し、カーボン支持膜が破損している箇所が電子ビームの照射位置になるように試料台を移

動させ、倍率をデータ取得用の×110,000 に変更し、アライメントを行った。アライメント



 71 

は、C2 対物レンズの絞りの中心を合わせる C2 Aperture と、電子ビームの傾きを調整する

ピボットポイント、電流軸を対物レンズの中心に合わせる Rotation Center を含めた 3項目

を、直前の測定から 24 時間経過した場合に必ず実施した。アライメント後、カメラの中

心位置と電子ビームの照射位置を合わせるためのキャリブレーションを行った。キャリブ

レーション後、再度アトラスを撮影し、撮影するスクエアとホールを選択するため、スク

エアおよびホールの全体図を、それぞれ倍率×940 および×8,000 で確認した（図 12）。カー

ボン支持膜が破れておらず、大きな氷や固体化エタンなどの異物が混入していないと思わ

れるスクエアおよびホールのみを選択し、それらを撮影対象とした。選択した各スクエア

に対して電子ビームの照射角度がグリッド平面と垂直になるよう、試料台の傾きを調整し

た。最後に、カーボン支持膜上で、焦点を合わせるオートフォーカスと、撮影画像の対称

性を上げるオートスティグマを実施した。すべての調整を終えたのち、選択したホールの

自動撮影を高速リニアモードで行い、クライオ電子顕微鏡画像を取得した（表 6）。 

 

 

図 12. クライオ電子顕微鏡で取得可能な各倍率における画像 
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表 6. クライオ電子顕微鏡使用時の設定および条件 

パラメータ   値 

照射量 40-60 e-/Å2 

照射時間 2.0 s 

スポットサイズ 2 

C2 アパチャー 50 μm 

デフォーカス -3.0、-4.0、および-5.0 μm 

倍率 ×110,000 

 

クライオ電子顕微鏡画像の画像処理方法 

クライオ電子顕微鏡で取得した顕微鏡画像の生データは、64 bit（264階調）のグレースケ

ール画像である。生データは、解像度が高い代わりにノイズが大きく、コントラストが小

さい。このため、観察対象となるタンパク質の検出が困難であるほか、データの転送や処

理に時間や容量を要するといった問題がある。そこで本研究では、粒子検出までのプロセ

スを単純化かつ短時間にするため、Python（version 3.11.4）とオープソースライブラリー

である Matplotlib、OpenCV、Numpy、Pandas、および SciPy を用いて、取得した電子顕微

鏡画像から AAV 粒子画像を切り出すための画像処理プログラムを自作した。まず、取得

した全電子顕微鏡画像の中から、ホールの縁が映っておらず、大きな氷や固体化エタンが

混入していない顕微鏡画像を選択し、512 pixel × 512 pixel サイズの 8 bit（0-255 の 256階

調）JPEG フォーマットで保存した（図 13 (a)）。保存した顕微鏡画像に対し、背景である

カーボン支持膜の濃淡差やノイズを低減するため、バンドパスフィルタと平滑化による背

景の均一化を行った（図 13 (b), (c)）。AAV 粒子が存在すると考えられる領域（関心領域）

を検出するため、平滑化した画像を二値化した（図 13 (d)）。この際、バンドパスフィル

タや平滑化により処理されきれなかったノイズも同時に関心領域となることがあるものの、

その領域面積は AAV 粒子よりもかなり小さいため、検出された関心領域を一度すべて縮

小させ、ノイズを除去した（図 13 (e)）。残った関心領域を元の大きさに拡大させ、これ

を AAV 粒子の関心領域として検出し、それらの重心を決定した。関心領域の重心は AAV
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粒子の重心でもあるため、関心領域の重心を中心とした 36 pixel × 36 pixel（29.97 nm × 

29.97 nm に相当）の正方領域を平滑化した顕微鏡画像から切り出し、これを粒子画像とし

た（図 13 (f)）。 

 

図 13. クライオ電子顕微鏡画像の（a）JPEG 画像データから、（b）バンドパスフィルター、

（c）平滑化、（d）二値化、および（e）ノイズ除去を施し、（f）AAV 粒子を検出するまで

のフロー。検出された AAV 粒子は青線で囲われた正方領域で（b）の画像データから切り

出された。 

 

CNN の構築、トレーニング、および性能評価 

クライオ電子顕微鏡で取得した粒子画像を完全粒子と空粒子に分類可能な CNN を構築す

るため、第 2 章で最適化した CNN の内部構造を第 3 章でも使用した（図 6）。まず、クラ

イオ電子顕微鏡により、GFP を目的遺伝子として含む AAV 血清型 9 の完全粒子サンプル

と空粒子サンプルを測定し、それぞれ粒子画像を取得した。完全粒子サンプルには、少な

からず空粒子が含まれていたことが顕微鏡画像から判断できた。そのため、前項「クライ

オ電子顕微鏡画像の画像処理方法」により完全粒子サンプルの顕微鏡画像から粒子画像を

切り出した後、空粒子と目視で判断できる粒子画像を手動で除去した。空粒子画像を除去
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した完全粒子画像 7,000枚と、空粒子画像 7,000枚を CNN のトレーニングデータセットと

した。トレーニングデータセットの内訳は、合計 14,000枚の粒子画像のうち 80%（11,200

枚）は学習で使用し、20%（2,800枚）は検証に使用された。学習済み CNN の分類性能は、

クラス既知の粒子画像からランダムで選んだ 300 枚の粒子画像を学習済み CNN によって

分類し、その分類結果から分類評価指標である正答率（式 4-1）を計算した。 

 

輝度比による解析 

クライオ電子顕微鏡で取得される完全粒子の粒子内部は黒く写るため、粒子内部領域の

輝度は 0 に近づく。一方、空粒子の粒子内部は背景とほぼ同様の薄灰色であるため、粒子

内部領域の輝度は 0 から遠ざかる（図 14 (a)）。この粒子内部の輝度の差が、完全粒子と

空粒子を区別するための形態学的特徴であり、従来ではこの粒子内部の輝度に基づいて、

AAV粒子の分類が行われてきた。よって、本研究においても同様の方法を採用した。まず、

前々項（クライオ電子顕微鏡画像の画像処理方法）において決定した各 AAV 粒子の重心

に基づいて、重心を中心とした粒子内部にあたる円領域の平均輝度を計算した。一方この

平均輝度は、背景の輝度の影響を大きく受けることが予想された。なぜなら、グリッドに

コーティングしたカーボン支持膜あるいは氷の厚さや均一性にムラがあるために、グリッ

ドのスクエアあるいはホールごとに背景の輝度が異なる可能性があり、たとえ同じ空粒子

であったとしても、その粒子内部の平均輝度が大きな差を持つと考えられるためである。

よって、この影響を抑えるため、粒子内部の平均輝度と、背景領域の平均輝度の商（以下

「輝度比」と呼ぶ。）を計算し、完全粒子と空粒子が持つ輝度比の差を利用して、粒子の

分類を行なった。完全粒子の場合、背景領域の平均輝度は、粒子内部の平均輝度よりも大

きくなるため、輝度比は 1.0 を下回る。一方、空粒子の背景領域の平均輝度は、粒子内部

の平均輝度と同等か、あるいはわずかに異なるため、輝度比は 1.0付近となる（図 14 (b), 

(c)）。そこで、検出した全 AAV 粒子について輝度比を算出し、輝度比を横軸としてヒス

トグラムをプロットすると、輝度比 0.5付近に完全粒子を示すピークが現れ、輝度比 1.0付

近に空粒子を示すピークが現れる。この 2 つのピークに対してガウス関数のフィッティン
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グを行い、それぞれのピーク面積を求めることで、全 AAV 粒子における完全粒子の割合

（F/E 比）を算出することが可能である（図 14 (d)）。したがって、以上の工程を自動化す

るため、粒子の検出から F/E 比を計算するまでの解析アルゴリズムを python により作製し

た。最後に、平均輝度を求める円領域の直径を最適化するため、直径を 10-15 pixel

（16.66-24.99 nm に相当）に変化させながら、完全粒子と空粒子に由来する 2 つのピーク

から分離度 R を計算した。ピークにフィッティングしたガウス分布は、期待値𝜇と標準偏

差𝜎を使用して式 5 で表される。 

𝐺*,,(𝑥) =
1

𝜎√2𝜋
𝑒𝑥𝑝 W−

(𝑥 − 𝜇)-

2𝜎-
X -式 5/ 

また分離度 R は、完全粒子と空粒子それぞれのピーク位置𝑡&, 𝑡-とピーク幅𝑊&,𝑊-を用いて、

式 6-1 から求めることができる。 

𝑅 =
𝑡- − 𝑡&

1
2 (𝑊- −𝑊&)

-式 6 − 1/ 

ガウス分布において、ピーク位置𝜎はガウス関数のフィッティングにより得られた期待値

𝜇と等しく、ピーク幅𝑊は標準偏差𝜎の 4 倍に等しいため、𝑡 = 𝜇と𝑊 = 4𝜎を式 6-1 に代入

すると、式 6-2が得られる。 

𝑅 =
𝜇- − 𝜇&

2(𝜎- − 𝜎&)
-式 6 − 2/ 

ここでは、式 6-2から算出された各分離度 Rにおいて、最も高い分離度 Rを示した 12 pixel

（19.99 nm に相当）を採用した（補足図 5）。 
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図 14. 輝度比による解析フローの概略図。（a）クライオ電子顕微鏡画像の JPEG 画像デー

タ、（b）直径 d の粒子内部領域（赤色）と背景領域（青色）、（c）粒子の輝度比をプロッ

トしたヒストグラム、および（d）ヒストグラムの完全粒子（緑破線）および空粒子（橙

破線）にあたるピークにフィッティングしたガウス分布。 

 

CNN と輝度比による解析から算出される F/E 比の統計解析 

クライオ電子顕微鏡で取得した完全粒子 100サンプルの全ての顕微鏡画像から、1、4、

8、16、40、または 80枚の顕微鏡画像をランダムに選び、サンプルサイズがおよそ 100、

500、1,000、2,000、5,000、または 10,000 となるよう粒子画像を切り出した。選択した粒

子画像から、輝度比による解析と学習済み CNN の各分析手法で F/E 比を算出した。輝度

比による解析では、サンプルサイズが 100、500、あるいは 1,000 の場合、ヒストグラムの

データ区間を 0.04 とし、サンプルサイズが 2,000、5,000、10,000 の場合、ヒストグラムの

データ区間を 0.01 に設定した。ランダムな顕微鏡画像の選択と、CNN および輝度比によ

る解析から F/E 比を決定する操作を 10回繰り返し、サンプルサイズごとに F/E 比の平
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均、標準偏差（SD）、変動係数（CV）、および 95%信頼区間（CI）の上限値と下限値の幅

を計算した。 

 

AAV 混合サンプル 

BS-AUC で分析した完全粒子 100サンプルと完全粒子 0サンプルのゲノム力価とカプシド

力価に基づいて、完全粒子 100サンプルと完全粒子 0サンプルを混合し、F/E 比の理論値が

67.7%(以下「完全粒子 75サンプル」と呼ぶ)、44.1%(以下「完全粒子 50サンプル」と呼

ぶ)、および 21.6%(以下「完全粒子 25サンプル」と呼ぶ)となる 3種類の AAV 混合サンプ

ルを調製した。 
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第 3 節 結果 

超遠心分析バンド沈降速度法による不純物分析 

 BS-AUC を使用して、完全粒子 100サンプルと完全粒子 0サンプルの沈降係数分布 c(s)を

取得した（図 15）。完全粒子と空粒子の沈降係数は、先行研究により 59.7 Sまたは 41.9 S

と明らかになっているため 99、60 S および 40 S付近に位置する 2 つのピークは、それぞれ

完全粒子と空粒子とみなすことができる。また、完全粒子 100 サンプルには、完全粒子と

空粒子の中間の沈降係数を持つ AAV 粒子は観察されなかった（図 15 (a)）。次に、完全粒

子と空粒子の粒子数の合計を 100%として、沈降係数分布の完全粒子に由来するピーク面

積と空粒子に由来するピーク面積の比率から、F/E 比を算出した。その結果、完全粒子 100

サンプルと完全粒子 0サンプルの F/E 比は、それぞれ 91.4%と 0.0%であった。 

 

 

図 15. BS-AUC による（a）完全粒子 100サンプルと（b）完全粒子 0サンプルの沈降係数分

布と F/E 比。 

 

クライオ電子顕微鏡画像による不純物粒子分析 

完全粒子と空粒子を分類するための学習済み CNN を作製するため、そのトレーニングデ

ータセットとなる完全粒子画像と空粒子画像を取得した。後続する実験では、主に FIX を

目的遺伝子として含む AAV血清型 8 を使用した。CNN の分類性能が、目的遺伝子や血清

型に依存するかどうかを確認すべく、トレーニングデータにはGFPを目的遺伝子として含

む AAV血清型 9 の完全粒子画像および空粒子画像を使用した（図 16 (a), (c)）。まず、完
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全粒子サンプルと空粒子サンプルから切り出した粒子画像（図 16 (b), (d)）をトレーニ

ングデータセットとして学習した学習済み CNN は、正答率が 100%となった（図 16 (e)）。 

次に、輝度比による解析と学習済み CNN により、完全粒子 100サンプルと完全粒子 0サン

プルの F/E 比を評価し（図 17 (a)-(d)）、BS-AUC による F/E 比（図 15 (a), (b)）と比較

した（表 7）。その結果、輝度比による解析と学習済み CNN から決定した F/E 比は、どち

らも BS-AUC による F/E 比と 1%以内の差を示した。 

 

 

図 16. クライオ電子顕微鏡による、(a)完全粒子サンプルと（c）空粒子サンプルの電子顕

微鏡画像の代表例。電子顕微鏡画像から切り出し、CNN のトレーニングで使用した（b）

完全粒子と（d）空粒子の粒子画像の代表例。トレーニングにより学習した CNN の分類性

能は、（e）混同行列により表される。 
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図 17. クライオ電子顕微鏡による、（a）完全粒子 100サンプルと（b）完全粒子 0サンプル

の電子顕微鏡画像の代表例。輝度比による解析で得られた（c）完全粒子 100サンプルと（d）

完全粒子 0 サンプルのヒストグラム。水色で示されたヒストグラムは、データ区間を 0.01、

度数を粒子数（個）、階級を輝度比として作製した。青破線は完全粒子に由来する分布へ

のフィッティングを表し、赤破線は空粒子に由来する分布へのフィッティングを表す。 

 

表 7. クライオ電子顕微鏡と BS-AUC により決定した AAV サンプルの F/E 比 

サンプル名 
解析した

粒子数* 

F/E 比 

クライオ電子顕微鏡 

BS-AUC 
輝度比による解析 CNN 

完全粒子 100サンプル 29,737 92.08% 90.81% 91.4% 

完全粒子 0サンプル 26,040 0.00% 0.00% 0.0% 

* クライオ電子顕微鏡画像を使用した画像解析で切り出した粒子数にあたる 
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輝度比による解析と CNN の分類性能の比較 

 輝度比による解析および CNN から算出される F/E 比のばらつきが、解析する粒子数 N

（サンプルサイズ）でどのように変化するか調べた（図 18）（表 8）。その結果、輝度比に

よる解析は、サンプルサイズが 1,000 以上となる場合に、95%信頼区間の幅が 1.0%以内と

なった。一方 CNN は、サンプルサイズが 500 の場合でも、95%信頼区間の幅が 1.0%以内

となった。 

 サンプルサイズが 1,000 未満となった際に、輝度比による解析から算出される F/E 比が

ばらついた原因を調査するため、サンプルサイズを 100、500、1,000 とした際の輝度比の

ヒストグラムを観察した。その結果、95%信頼区間の幅が 1.0%以上となったサンプルサイ

ズ N = 100 あるいは N = 500 の場合、輝度比のヒストグラムの一部は正規分布の形状になっ

ておらず、ガウス関数のフィッティングが不完全であることが確認された（図 19（a）, 

（b））。またその際に算出された F/E 比は、収束値である 92.08%より過大評価、あるいは

過小評価されていた。一方で、95%信頼区間の幅が 1.0%以内となったサンプルサイズ N = 

1,000 の場合は、輝度比のヒストグラムはほとんど正規分布の形状になっており、ガウス

関数が適切にフィッティングされていることが確認された（図 19（c））。 

	

 

図 18. （a）輝度比による解析と（b）CNNから決定した F/E比に対するサンプルサイズの

影響。サンプルサイズ、すなわち解析する粒子数をランダムに選び出し、100 個、500 個、

1,000個、2,000個、5,000個、10,000個と変化させた際に得られた F/E 比をプロットした。

これを 10 回繰り返し、各サンプルサイズにおける F/E 比の 95%信頼区間の上限と下限を

破線で示した。 
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図 19. （a）サンプルサイズが 100、（b）サンプルサイズが 500、および（c）サンプルサ

イズが 1,000 の際に得られる輝度比のヒストグラムと F/E 比。水色で示されたヒストグラ

ムは、データ区間を 0.04、度数を粒子数（個）、階級を輝度比として作製した。 
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表 8. 輝度比による解析と CNN から算出した完全粒子サンプルの F/E 比の統計 

N 
輝度比による解析 CNN 

平均 SD CV 95%CI幅* 平均 SD CV 95%CI幅* 

100 89.0% 3.0% 0.034 2.1% 91.1% 1.8% 0.019 1.3% 

500 93.0% 2.1% 0.022 1.5% 90.9% 1.2% 0.013 0.87% 

1,000 92.5% 1.07% 0.012 0.77% 91.0% 0.73% 0.008 0.52% 

2,000 93.0% 0.90% 0.010 0.64% 90.9% 0.46% 0.005 0.33% 

5,000 92.5% 0.88% 0.010 0.63% 90.9% 0.39% 0.004 0.28% 

10,000 92.5% 0.43% 0.0047 0.31% 90.9% 0.25% 0.0027 0.18% 

N: サンプルサイズ 

SD: 標準偏差（Standard deviation） 

CV:  変動係数（Coefficient of variation） 

CI: 信頼区間（Confidence interval） 

*: 95%CI の上限値と下限値の幅 

 

続いて、前項で分析した完全粒子 100 サンプルと完全粒子 0 サンプルに加え、AAV 混合サ

ンプルの F/E 比を輝度比による解析および CNN から算出し、F/E 比の理論値と算出値に対

して線形回帰分析を行なった（図 20 (a)-(g)）（表 9）。その結果、各 AAV サンプルの F/E

比の予測値は、理論値と同様の値となった。さらに、輝度比による解析および CNN にお

ける回帰直線の決定係数は、それぞれ 0.9995 および 0.9999 と計算され、CNNが輝度比に

よる解析よりもわずかに 1 に近い決定係数となった。 
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図 20. クライオ電子顕微鏡による（a）完全粒子 75サンプル、（b）完全粒子 50サンプル、

および（c）完全粒子 25 サンプルの電子顕微鏡画像の代表例。輝度比による解析から得ら

れた（d）完全粒子 75サンプル、（e）完全粒子 50サンプル、および（f）完全粒子 25サンプ

ルのヒストグラム。水色で示されたヒストグラムは、データ区間を 0.01、度数を粒子数

（個）、階級を輝度比として作製した。青破線は完全粒子に由来する分布へのフィッティ

ングを表し、赤破線は空粒子に由来する分布へのフィッティングを表す。（g）輝度比によ

る解析と CNN から算出された F/E 比の予測値と理論値による線形回帰分析。それぞれ破

線は線形近似直線を表す。 
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表 9. 輝度比による解析と CNNが算出した AAV 混合サンプルの F/E 比 

サンプル名 
解析した

粒子数 

F/E 比 

輝度比による解析 CNN 理論値 

完全粒子 75サンプル 16,466 69.13% 67.24% 67.7% 

完全粒子 50サンプル 16,952 45.79% 44.41% 44.1% 

完全粒子 25サンプル 10,600 21.06% 21.34% 21.6% 

 

高純度 AAV サンプルの不純物粒子分析 

 輝度比による解析および CNNが、目的遺伝子や精製回数の異なる AAV サンプルの F/E

比を評価可能であるか検討した。まず、輝度比による解析と CNN は、精製回数が異なる

高純度 AAVサンプルの F/E比のわずかな差を明らかにすることが可能であるという仮説を

立てた。この仮説を検証するため、GFP を目的遺伝子として含む AAV血清型 8 で、CsCl-

DGUC による精製回数が 1回である完全粒子 GFP サンプルを 2 ロットと、精製回数が 2回

である高純度完全粒子 GFPサンプルを 2 ロットの、合計 4 ロットの AAV サンプルをクライ

オ電子顕微鏡で測定し、輝度比による解析と CNN から F/E 比を算出した（図 21）（表 5）

（表 10）。その結果、CsCl-DGUC による精製回数が 2回である高純度完全粒子 GFP サンプ

ルの F/E 比は、精製回数が 1回である完全粒子 GFPサンプルの F/E 比よりも約 3%大きく算

出された。 

 次に、輝度比による解析と CNNにおける F/E比評価の再現性を確認するため、FIXを目

的遺伝子として含む AAV血清型 8 で、CsCl-DGUC による精製回数が 2回である高純度完

全粒子 FIX サンプルの F/E 比を評価した。さらに、同サンプルを BS-AUC にて分析し、そ

れぞれの手法から算出される F/E比を比較した（図 22）（表 10）。その結果、輝度比による

解析と CNNから算出された高純度完全粒子 FIXサンプルの F/E比は、CsCl-DGUCによる精

製回数の等しい高純度完全粒子 GFPサンプルと同様の F/E比であった。一方で、BS-AUCで
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は高純度完全粒子 FIXサンプル ロット 5 (n=2)において空粒子は検出されなかった。さら

に、高純度完全粒子 FIXサンプル ロット 5 (n=1)においては、図 15 と同様に沈降係数 40 

S 付近に空粒子とされるピークが確認されたものの、ピーク面積から算出された F/E 比と

ゲノム力価はそれぞれ 99.7%と 1.76 × 1013 vg/mL であり、これらの値から空粒子の濃度を

計算すると 1.2 × 1011 cp/mL であった。Maruno らによると、AAV血清型 8 の空粒子に対す

る BS-AUC の検出限界および定量限界は、それぞれ 2.6 × 1011 cp/mL と 6.3 × 1011 cp/mL で

ある 99。このことを考慮すると、高純度完全粒子 FIX サンプルに含まれる空粒子は、BS-

AUC における検出限界および定量限界以下であると示された。 
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図 21. クライオ電子顕微鏡による、(a), (c)完全粒子 GFPサンプルと(e), (g)高純度完全粒

子 GFP サンプル、および(a), (c)高純度完全粒子 FIX サンプルの顕微鏡画像の代表例。輝度

比による解析で得られた(b), (d)完全粒子 GFP サンプルと(f), (h)高純度完全粒子 GFP サン

プル、および(j), (l)高純度完全粒子 FIX サンプルのヒストグラム。水色で示されたヒスト

グラムは、データ区間を 0.04、度数を粒子数（個）、階級を輝度比として作製した。青破

線は完全粒子に由来する分布へのフィッティングを表し、赤破線は空粒子に由来する分布

へのフィッティングを表す。 
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図 22. クライオ電子顕微鏡による、(a)高純度完全粒子 FIXサンプル ロット 5 (n=1)と、

(d)高純度完全粒子 FIX サンプル ロット 5 (n=2)の顕微鏡画像の代表例。輝度比による解

析で得られた(b) 高純度完全粒子 FIXサンプル ロット 5 (n=1)と、(e)高純度完全粒子 FIX

サンプル ロット 5 (n=2)のヒストグラム。水色で示されたヒストグラムは、データ区間

を 0.04、度数を粒子数（個）、階級を輝度比として作製した。青破線は完全粒子に由来す

る分布へのフィッティングを表し、赤破線は空粒子に由来する分布へのフィッティングを

表す。BS-AUC による、（a）高純度完全粒子 FIX サンプル ロット 5 (n=1)と（b）高純度

完全粒子 FIXサンプル ロット 5 (n=2)の沈降係数分布。 
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表 10. 輝度比による解析と CNNが算出した高純度 AAV サンプルの F/E 比 

サンプル名 
解析した

粒子数 
ロット 

F/E 比 

輝度比による解析 CNN 

完全粒子 GFPサンプル 1,584 1 95.68% 95.33% 

完全粒子 GFPサンプル 1,337 2 94.61% 94.54% 

高純度完全粒子 GFPサンプル 13,881 3 98.63% 97.89% 

高純度完全粒子 GFPサンプル 5,438 4 98.87% 98.39% 

高純度完全粒子 FIXサンプル 8,781 5 (n=1) 96.10% 97.03% 

高純度完全粒子 FIXサンプル 7,384 5 (n=2) 97.14% 97.30% 
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第 4 節 考察 

 CNN は、単粒子レベルで粒子画像を分類することが可能な手法のひとつである 107,108。

CNN を利用した粒子分類は、高生産性細胞株の選定や非経口製剤の不溶性微粒子試験な

ど複数のバイオ医薬品に関わる粒子を対象に実施され 118,134、第 2章の抗体医薬品の不純物

粒子分析においても高い分類性能を示した。一方で、AAV製剤において先行例はなく、こ

れまでクライオ電子顕微鏡画像による AAV 製剤の不純物粒子分析では、AAV 粒子内部の

輝度を示すパラメータに基づいた空粒子の定量が行われていた 73,95,169。第 3 章では、世界

で初めて CNN による AAV 製剤の不純物粒子分析を実施し、極めて高い分類性能で AAV

製剤の F/E 比を評価可能であることを明らかにした。本節では、従来法である輝度を示す

形態パラメータに基づいた分析に加え、AAV製剤の不純物分析に利用可能な、異なる原理

の分析手法と比較しながら、CNN を応用することで実現される AAV 製剤の特性評価につ

いて議論する。 

 

輝度比による解析と CNN の F/E 比評価の正確性 

完全粒子と空粒子を分類するための学習 CNN の正答率は 100%となったことから、構築

した CNNが完全粒子と空粒子を高い正答率で分類可能であることが示された。また、BS-

AUCと、輝度比による解析および CNNから決定した完全粒子 100サンプルおよび完全粒子

0 サンプルの F/E 比は、1%以内というわずかな差で一致していた。AAV 製剤の特性評価に

おいて、AUC は不純物分析手法のゴールドスタンダードとされており、F/E 比が 95%を下

回る場合には、F/E 比評価において高い正確性を持つことが報告されている 95,99,170。した

がって、輝度比による解析および CNN は、AAV 製剤の F/E 比評価において BS-AUC と同

様の正確性を持つことが示唆された。さらに、GFP を目的遺伝子として内包する AAV 血

清型 9の完全粒子画像と空粒子画像で学習させた CNNが、FIXを目的遺伝子として内包す

る AAV血清型 8のサンプルの F/E比を正確に評価できたということは、作製した学習済み

CNN は、AAV の血清型や目的遺伝子の種類に依存することなく粒子分類が可能であると

考えられる。また、AAV粒子を可視化する従来法であった負染色法では、サンプル調製に
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伴う試料の酸性化や乾燥を原因とした粒子の崩壊や内包するゲノムの放出により、F/E 比

を正確に分析することが困難であると報告されていた 73,95,101,171。一方で、クライオ電子顕

微鏡による分析は、氷包埋といった特有の作業工程によって AAV 粒子を天然構造に近い

状態で観察することが可能であるため 102,104,169,172、粒子の崩壊やゲノムの放出が最小限に

抑えられると想定できる 73。輝度比による解析および CNNが BS-AUC と同様の F/E 比を

算出したという本研究結果は、氷包埋において余分な空粒子が生成されず、クライオ電子

顕微鏡による分析ではアーティファクトを考慮することなく F/E 比を正確に定量できると

いう仮定を支持している。したがって、クライオ電子顕微鏡による AAV 製剤の分析では、

氷包埋による空粒子の形成がほとんどないものとして以降の解析と考察を進めた。 

 

CNN による不純物粒子分析へのアプローチ 

 輝度比による解析および CNN から決定した F/E 比の線形回帰分析では、どちらも回帰

直線の決定係数が 1.0 に近い数値を示した（図 20（g））。このことから、輝度比による解

析および CNNが、理論値と相関よく F/E 比を算出でき、AAV 製剤の F/E 比評価において

高い精度を持つと考えられる。しかしながら、輝度比による解析および CNN が算出した

F/E 比はほとんど一致していたものの、CNN における決定係数は輝度比による解析よりも

わずかに 1 に近く、AAV 製剤の F/E 比が大きくなるほど、輝度比による解析は F/E 比を過

小評価する可能性が示された。 

さらに、解析する粒子数に対する F/E 比のばらつきについても、輝度比による解析と

CNN で異なる傾向が見られた（図 18）。サンプルサイズが 1,000未満である場合、輝度比

による解析では、F/E 比の SDが CNN よりも大きくなった（表 8）。この理由としては、輝

度比による解析において、ガウス関数のフィッティングが不完全であったことが原因であ

ると考えられる。サンプルサイズが 1,000 未満である場合、データ区間の大きさを変化さ

せたとしても、輝度比のヒストグラムに現れる完全粒子と空粒子のピークはガウス関数の

形状にならない場合があった（図 19）。このため、ピークの形状によっては、F/E 比が過

大評価、あるいは過小評価される可能性がある。実際に、サンプルサイズが 100、または
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500 であった場合、輝度比による解析から算出した F/E 比は、サンプルサイズが大きくな

った場合の収束値である 92%よりも小さい値となり、輝度比による解析は F/E 比を過小評

価した。したがって、信頼性の高い F/E比を算出するためには、輝度比による解析は CNN

よりも多くの粒子画像が必要となると考えられる。また、輝度比による解析では、F/E 比

の 95%信頼区間の幅が 1%以内であるためには、粒子画像が少なくとも 1,000枚必要である

一方、CNN では少なくとも 500 枚で十分であることが示された（表 8）。クライオ電子顕

微鏡による完全粒子 100サンプルの測定において、顕微鏡画像1枚あたりで検出されたAAV

粒子が約 125 個であったことを考慮すると、輝度比による解析と CNN で必要な顕微鏡画

像数は、それぞれ 8 枚および 4 枚であると計算できる。このことから CNN は、輝度比に

よる解析の 2 倍のスループットを持つと考えられる。過去の研究で使用されたクライオ電

子顕微鏡は、200 keV あるいは 300 keV の加速電圧が搭載されており、25,517 粒子を

RELION や CryoSPARC などの解析ソフトウェアでピッキングし、F/E 比を分析し終わるま

でに要した時間は 7 時間以上であったと報告されている 169。一方で、本研究で使用した

100 keV の加速電圧を搭載するクライオ電子顕微鏡は、顕微鏡画像を 1 枚取得するのに必

要な時間は 30秒から 1 分ほどであり、画像処理や CNN による分類で要する時間を加味し

ても、ひとつの AAVサンプルの F/E比を算出するまでに要する時間は、およそ 2時間程度

である。したがって、本研究で構築した CNN および粒子検出を含む解析プログラムは、

過去の研究と比較しても高いスループットをもつと示唆される。 

次に、輝度比のヒストグラムに現れるピークがガウス関数にフィットしない原因につい

て、さらに考察を進める。輝度比による解析では、輝度比のヒストグラムからも明らかな

ように、背景領域に存在する氷やカーボン支持膜の不均一性、装置由来のノイズが影響し、

同じクラスに属する粒子であってもその輝度比は一定の値とならなかった。このため、完

全粒子あるいは空粒子から算出される輝度比は分布を持った 2 つのピークとして現れると

考えられる。この 2 つのピークを持つ 2種類のガウス関数の交点から、輝度比を完全粒子

と空粒子の範囲に分割することは可能ではあるものの、その交点も観察するサンプルによ

って変動することが、図 20 (d)-(f)からも示されている。氷や固体化エタンによる汚染を
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完全に排除し、カーボン支持膜の厚みを均一にすることは限りなく不可能であることを考

慮すると、完全粒子と空粒子に分類する特定の閾値を一義的に決定することは困難であり、

輝度比による解析においてガウス関数のフィッティングは必要不可欠であると考えられる。

こうした背景から、解析する粒子数が少なくなると、ガウス関数のフィッティングが不完

全となり、F/E比の過大評価、あるいは過小評価につながったと推察される。F/E比を過小

評価していた過去の研究では、完全粒子と空粒子を分類するための閾値をサポートベクタ

ーマシーンにより決定する解析ソフトウェアが用いられていた 173。しかし、粒子ごとの輝

度のばらつきを考慮すると、サポートベクターマシーンであっても厳密な閾値設定は困難

であると想定されることから、過去の研究における F/E 比の過小評価につながったと推察

される。対照的に CNN は、サンプルサイズが 1,000未満であったとしても、F/E 比は収束

値である約 91%付近でばらつき、過大評価や過小評価が観測されなかった。CNN は単粒

子レベルでの分類が可能であり、背景領域に存在する氷やカーボン支持膜の不均一性の影

響を受けることはない。したがって CNN は、輝度比という形態パラメータの変動を考慮

することなく F/E 比を算出できる強力な分類手法であると考えられる。 

また、輝度比による解析では、上記で説明した輝度比の分布によって、完全粒子と空粒

子に由来する 2 つのピークが重なる領域が存在する（図 17）（図 20）。この重なった領域

に分布する粒子画像は、人の目でも区別が容易でなく、完全粒子と空粒子に分類すること

は困難であった（図 10）。一方で、完全粒子と空粒子を分類する学習済み CNNの正答率が

100%を示し、F/E 比評価において CNNが BS-AUC と同様の正確性を持つことが示唆され

たことをふまえると、CNNは、図 10のような識別が困難とされる AAV粒子を、完全粒子

と空粒子に分類可能であったと考えられる。以上から、CNN は AAV 製剤の不純物粒子分

析において高い精度とスループットをもち、AAV 製剤の F/E 比を正確に算出可能な手法で

あると結論づけた。 

一方で、CNNの分類性能はトレーニングデータの質に依存する 174,175。本研究では、AAV

製剤に最も含まれる可能性のある目的物質由来不純物として空粒子にのみ着目したが、

DNA ゲノムの一部分のみがカプシドに内包された中間粒子や、VP の一部が欠損した破損
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粒子といった「第三」の目的物質由来不純物も微量ながら存在する可能性がある 71,72。こ

れらの目的物質由来不純物は、人工的に生成あるいは単独で分画することが現状不可能で

あるため、トレーニングデータを収集できない限り CNN で分類することはできない 176。

この課題に対しては、輝度比といった形態学的特徴を示す形態パラメータの分析により解

決できると想定される。前述した「第三」の目的物質由来不純物は、完全粒子と異なる形

態を持つことが予想され、輝度比のヒストグラムに現れるピーク分解能の向上や、電子顕

微鏡画像における粒子検出のための画像処理プログラムの改善により分類できる可能性が

ある。BS-AUCによる沈降係数分布からは、今回使用したAAVサンプルに中間粒子は観測

されず、カプシドの完全性が確認できたため、クライオ電子顕微鏡に基づく画像解析にお

いて「第三」の目的物質由来不純物を考慮する必要はなかった（図 15）。しかし、中間粒

子が完全粒子や空粒子よりも高い免疫原性を持つ可能性が報告されていることを考慮する

と 71,164、「第三」の目的物質由来不純物を目的物質から識別し、それらを正確に定量する

ためのさらなる手法検討が必要である。 

また、前述したように、クライオ電子顕微鏡特有のサンプル処理である氷包埋では、氷

の混入は避けられないものである。空粒子の中心に氷の粒が存在していた場合、輝度比に

よる解析や CNN であっても、空粒子が完全粒子に誤分類されることがある（補足図 6）。

よって、AAV製剤の不純物粒子分析にクライオ電子顕微鏡画像を利用する場合、氷の混入

を最小限にするような湿度や温度環境の設定が必要であり、オートグリッドの取り扱いに

留意しなければならない。 

 

高純度 AAV サンプルの不純物粒子分析 

 輝度比による解析と CNNを、CsCl-DGUCによる精製回数の異なる高純度 AAVサンプル

に実施することで、精製回数を 1回増加すると、F/E 比がおよそ 3%大きくなることが示さ

れた。さらに、目的遺伝子の異なる高純度 AAV サンプルに対しても、輝度比による解析

と CNNは F/E比を再現よく算出した。また驚くべきことに、BS-AUCでは精製回数 2回の

高純度 AAV サンプルに含まれる空粒子が検出限界および定量限界未満であったため、F/E
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比を正確に評価することができなかった。一方、輝度比による解析と CNN では、精製回

数 2回の高純度 AAV サンプルの F/E 比を算出することが可能であると示された。BS-AUC

では、F/E 比が 95%以上と想定される場合、高純度 AAV サンプルの F/E 比を決定すること

が困難であると報告されており 99、その傾向は、本研究で得られた結果と一致している。

さらに、AUC とは原理の異なる AAV 製剤の不純物分析手法である CDMS やマスフォトメ

トリーでも、F/E 比が 95%以上と想定される高純度 AAV サンプルの F/E 比を評価可能であ

るかは検討されていない 71,95。したがって、F/E 比が 95%を超えるような高純度 AAV サン

プルの F/E 比を再現性よく評価可能であった輝度比による解析と CNN は、需要が高まる

と予想される高純度 AAV 製剤の不純物粒子分析において強力なツールとなりうる可能性

が示唆された。さらに、輝度比による解析と CNN は、1回の CsCl-DGUC により F/E 比が

95%を超えると予想される高純度 AAV サンプルだけでなく、2回の CsCl-DGUC によりわ

ずかに上昇した F/E 比も評価可能であった。精製回数の違いによる F/E 比の変化を観測し

たのは本研究が世界初であり、本研究における解析プログラムが、AAV製剤の安全性と有

効性を向上するための製造開発に貢献できると考えられる。しかし、図 22 から示される

ように、輝度比による解析では、検出された空粒子がわずかなために、空粒子に由来する

ピークがガウス関数と一致しておらず、輝度比による解析から算出された F/E 比の正確性

には懸念が残る。一方CNNは、前項において、検出される空粒子の数にかかわらず F/E比

を算出することが可能であると示されたことから、輝度比による解析よりも正確な F/E 比

の予測が可能であると考えられ、高純度 AAV 製剤の不純物粒子分析において CNNがより

有効であると結論づけた。CNN を含む本研究の解析プログラムは、AAV 製剤に含まれる

粒子を単粒子レベルで検出および識別し、空粒子の定量を可能とするからこそ、高純度

AAV 製剤の F/E 比の評価が可能である。一方で、CNN もといクライオ電子顕微鏡による

解析では、AAVカプシドの断片や、遊離核酸、凝集体といった幅広い不純物を対象とした

解析が困難である。この場合、AUC など他の分析手法が有効であるため 177,178、クライオ

電子顕微鏡による不純物粒子分析は、AAV製剤の特性解析における補完的手法として他手

法と組み合わせることが好ましいと考えられる。 
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完全粒子は、凍結融解や加熱、pH 変化といった物理化学的ストレスにより、ゲノムを放

出して空粒子になることが報告されており 91,93、さらに、空粒子には形質導入の阻害や免

疫毒性を示す可能性も報告されている 5,83,164,165,167。実際に、健常ドナーから単離したヒト

末梢血幹細胞と、FIX を目的遺伝子として含む AAV血清型 8 の高純度完全粒子 FIX サンプ

ルおよび空粒子を使用した免疫原性評価では、F/E 比が大きくなるにつれて、106ヒト末梢

血細胞あたりに観測された IFN-γ 放出細胞数が増加傾向を示した（図 23）。異なる目的遺

伝子や血清型の AAV 製剤に対する免疫原性の再現性を確認する必要はあるものの、この

免疫原性評価の結果は、過去に報告されたマウスモデルを利用した免疫原性評価の結果と

同様の傾向を示しており 165、AAV 製剤における空粒子の混入が免疫反応を増強させる可

能性を示唆し、高純度 AAV 製剤の必要性を支持するものである。したがって、空粒子の

生成を抑制し、可能な限り空粒子を除去するための製造工程の検討や、精製直後の原薬、

加速試験および劣化試験が実施された AAV 製剤の F/E 比を正確に評価可能な手法の検討

は、AAV製剤の安全性と有効性を担保する上で重要である。CNNが精製回数によるF/E比

の変化をとらえることができ、高純度 AAV製剤の F/E比を予測できる可能性が示されたこ

とは、今後、AAV製剤の製造工程開発や品質管理戦略を構築する上で重要な知見となると

考えられる。 
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図 23. （a）異なる F/E 比を持つ AAV サンプルの免疫原性評価。酵素結合免疫吸着スポッ

ト解析による、健常ドナーから単離したヒト末梢血細胞 106 細胞あたりの IFN-γ スポット

形成細胞数を横軸に示し、AAVサンプルの F/E比を縦軸に示している。24名の健常ドナー

のうち、AAV 粒子に対して陽性反応を示した 13 名の健常ドナーの解析結果をデータポイ

ントとした。（b）免疫原性評価に使用した AAVサンプルの AAV濃度と F/E比。F/E比 97%

の AAV サンプルとして高純度完全粒子 FIXサンプルを使用した。  
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第 5 節 小括 

 第 3 章では、AAV 製剤の F/E 比を予測するため、クライオ電子顕微鏡で取得した AAV

粒子画像を完全粒子と空粒子に分類することを目的とし、2 種類の画像解析手法：輝度比

による解析と CNN を実施し、それぞれの分類性能を評価した。輝度比による解析と CNN

から決定した F/E 比は、AAV 製剤の不純物分析手法のゴールドスタンダードである超遠心

分析（AUC）により決定した F/E 比とほとんど一致しており、輝度比による解析と CNN

が AAV 製剤の不純物粒子分析に有用であると示された。また、解析する粒子画像数や、

サンプルに含まれる完全粒子と空粒子の組成を変化させながら、輝度比による解析と

CNN を実施することで、CNN は輝度比による解析よりも高いスループットかつ高い精度

で F/E 比を算出することが可能であると明らかになった。さらに、輝度比による解析と

CNN は、AUC でも評価できなかった、高純度 AAV サンプルの F/E 比を算出することが可

能であり、特に CNN は、高純度 AAV サンプルに含まれるわずかな空粒子を分類し、F/E

比を予測できる可能が示された。本研究結果により、CNN は、今後より一層需要が高ま

ると予想される高純度 AAV 製剤の F/E 比を予測可能であることが実証され、CNNが高純

度 AAV 製剤の製造を目的とする製造工程の開発や、恒常性の確認、さらには純度の規格

を満たすか試験するための品質管理に貢献できる可能性が示された。また、クライオ電子

顕微鏡による AAV 製剤の F/E 比評価において、CNNがスループットや正確性で優れた性

能を示したという知見は、これまで立体構造解析が主な使用目的であったクライオ電子顕

微鏡の応用範囲を広げるものであり、AAV製剤の不純物粒子分析だけでなく、イメージン

グ分野にもインパクトを与える。 

 一方で、AAV製剤に含まれる可能性のある「第三」の目的物質由来不純物を、完全粒子

と空粒子から識別し、分類するには、それらの不純物粒子を単離、分画する技術の確立や、

さらなる画像処理手法の開発が必要である。CNN と輝度比による解析の、それぞれの利

点および欠点の理解を通じて、これらの手法をどのように改善し、応用範囲を拡大してい

けるかは、明らかにされる必要がある。 
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第 4 章 総括と展望 

第 1 節 総括 

バイオ医薬品に含まれる可能性のある不純物粒子は、そのサイズや形態が目的物質粒子、

あるいは種類の異なる不純物粒子と類似していた場合、それらを形態パラメータにより識

別・分類することは困難であった。さらに、形態パラメータに基づく不純物粒子分析手法

では、解析する形態パラメータの項目や算出アルゴリズムを各製薬企業や顕微鏡ごとに統

一することが困難であるため、使用する顕微鏡および解析手法によって不純物粒子の定量

結果が異なることが問題視されており、形態パラメータ非依存的な解析手法の検討を課題

としていた。そこで本博士論文では、バイオ医薬品の中で不純物粒子の定量と識別が課題

となっている抗体医薬品と AAV 製剤に対し、解析パラメータ非依存的な解析手法のひと

つである CNN を応用し、不純物粒子の定量に取り組んだ。 

第 2 章では、異なる光学設計を持つ 3 種類のフローイメージング顕微鏡の粒子画像それ

ぞれに対応可能かつ、抗体医薬品に存在しうる内在性粒子と内因性粒子を分類することが

可能な CNN 構造を構築した。その結果、本研究で構築した CNN を利用することで、2種

類の不純物粒子が含まれている不純物混合サンプルの組成を形態パラメータ非依存的に予

測可能であると示された。従来の不純物粒子分類手法である形態パラメータによる解析で

は、不純物混合サンプルの組成を予測することが困難であった結果を考慮すると、本研究

で構築した CNN 構造により、抗体医薬品に含まれる可能性のある不純物粒子の組成を単

粒子レベルで予測できる可能性が示された。さらに、これまで形態パラメータに基づく解

析では、使用されるフローイメージング顕微鏡の種類によって異なる解析手法が実施され

ており、本研究においても形態パラメータに基づく解析手法の種類よっては分類結果に大

きな差が見られた。一方、本研究で構築した CNN は、使用するフローイメージング顕微

鏡によらず、粒子画像を取得するというプロセスのみで不純物粒子の組成を予測でき、

CNNがよりユニバーサルな特性解析手法となる可能性が示された。 

第 3 章では、第 2 章で構築した CNN 構造をクライオ電子顕微鏡画像に応用し、AAV 製剤

に存在する AAV 粒子を完全粒子と空粒子に分類することで、AAV 製剤の F/E 比評価が可
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能な解析プログラムの構築に取り組んだ。クライオ電子顕微鏡により取得した粒子画像を

トレーニングデータとして学習済み CNN を作製したところ、CNN の正答率は 100%に達

し、第 2 章で構築した CNN 構造はクライオ電子顕微鏡画像にも応用可能であることが示

された。続いて、形態パラメータである粒子の輝度に基づいて AAV製剤の F/E比を評価す

る解析アルゴリズム（輝度比による解析）も作製し、CNN と評価性能を比較した。その

結果、輝度比による解析、および CNN は、不純物分析のゴールドスタンダードである

AUC と同等の正確性で、AAV 製剤の組成を予測可能であることが示唆された。さらに、

CNN では、輝度比による解析よりも高い精度で AAV 製剤の F/E 比を算出することが可能

であり、さらに、AUC で評価が困難とされている、F/E 比が 95%以上と推測される高純度

AAV 製剤の組成も再現性よく予測可能であることが示された。空粒子の混入が、AAV 製

剤の安全性や有効性を低下させる可能性を考慮すると、高純度 AAV 製剤の需要は高まる

ことが予測され、本研究で構築した CNN 構造が、高純度 AAV 製剤の品質評価や製造工程

開発に有用であると示された。 

以上の結果から、本研究で構築した CNN 構造は、光学顕微鏡と透過型電子顕微鏡の双方

に応用可能であり、抗体医薬品および AAV 製剤で識別が求められる不純物粒子の組成を

形態パラメータ非依存的に予測することが可能であると考えられる。さらに CNN は、形

態パラメータに基づく解析よりも分類性能や精度、スループットが高く、顕微鏡の光学設

計や解析アルゴリズムに依存することなく不純物粒子を定量することが可能であり、本研

究による CNN を利用することで、どの製薬企業においても同様の性能で不純物粒子を分

析可能であることを実証した。本研究成果は、バイオ医薬品の品質管理を実施する上で、

粒子画像を取得するのみで不純物粒子分析が可能となるだけでなく、イメージング分野で

CNN の応用範囲を広げるという点でも非常に価値のある内容と言える。 
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第 2 節 展望 

バイオ医薬品のモダリティやパイプラインは年々増加傾向にあることから、分類を必要

とする新たな不純物粒子が今後現れることが予想される。本研究で構築した CNN は、フ

ローイメージング顕微鏡顕微鏡とクライオ電子顕微鏡、および抗体医薬品と AAV 製剤に

対してのみその有用性が明らかになったものの、製剤に含まれる粒子を光学顕微鏡や透過

型電子顕微鏡により画像化が可能であれば、現存する、あるいは将来的に展開するバイオ

医薬品の不純物粒子分析において CNNが非常に強力なツールとなる可能性がある。 

第 2 章では、フローイメージング顕微鏡で取得した抗体医薬品の不純物粒子の定量に取

り組んだ。フローイメージング顕微鏡は、抗体医薬品の特性解析への利用だけでなく、細

胞治療に関するバイオ医薬品の不純物粒子分析にも応用可能である 179–182。細胞バンクや

細胞ベースの製剤についても、細胞と形態が類似する不純物粒子のシリコーンオイル油滴

や細胞片が混入する可能性が報告されており、細胞と不純物粒子を識別するための分析手

法の開発が急務となっている 179。したがって、フローイメージング顕微鏡で取得された粒

子画像から粒子を同定することが可能であった本研究の CNN 構造は、抗体医薬品だけで

なく細胞ベースの製剤に対しても応用が期待できる。また、再生医療やキメラ抗原受容体

遺伝子改変 T 細胞治療等の細胞純度試験で利用可能なフローサイトメーターは、未分化細

胞や異常増殖細胞といった目的物質関連不純物の識別に利用される 183,184。蛍光検出が主

流であったフローサイトメーターにも、フローイメージング顕微鏡と同様に明視野カメラ

が導入されているものが開発されていることから 183、本研究で構築した CNN 構造は、フ

ローサイトメーターで取得された粒子画像にも応用可能であると想定される。形態パラメ

ータ非依存的かつ蛍光色素による染色を必要とすることなく細胞純度解析を行うことは、

安定的に製品の品質評価を行うためにも重要であるため 184、フローサイトメーターによる

不純物粒子分析に利用可能な CNN の開発は、将来的に実現可能であり検討していくべき

である。 

第 3 章では、クライオ電子顕微鏡による AAV 製剤の特性評価において、CNNが AAV 製

剤の品質管理にも有用であることを世界で初めて実証した。CNN を利用した AAV 製剤の
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不純物粒子分析では、単粒子レベルで空粒子を識別し、定量できる点で優れており、カー

ボン支持膜に存在する氷などの混入の影響を受けないという利点がある。したがって、

CNN の応用範囲を拡大させた本研究成果は、クライオ電子顕微鏡でしか確認できないよ

うなウイルスや他のベクターといった巨大分子のバイオ医薬品の不純物粒子の定量にも応

用が期待できる 185,186。2020 年以降猛威を振るう新型コロナウイルスの予防薬である

mRNA ワクチンもバイオ医薬品のひとつであり、脂質ナノ粒子をベクターとして投与され

ている 187。脂質ナノ粒子は副次的有害事象を誘導している危険性が報告されており、

AAV と同様に、核酸を含まない空ベクターの定量は今後必要になることが予想される 188。

mRNA ワクチンを可視化するための顕微鏡技術は十分確立されていないものの、クライオ

電子顕微鏡により脂質ナノ粒子の可視化が可能となっていることを考慮すると 186、将来的

には画像化が可能となり、mRNAが含まれない脂質ナノ粒子の定量が必要になると予想さ

れる。そのような場合、本研究で構築した CNN 構造を応用することで、空ベクターを定

量できる可能性があり、製剤の安全性評価に貢献できると想定される。一方で、クライオ

電子顕微鏡の導入は、他の分析手法と比較してスループットが低く、特定の装置および設

置環境が必要であるため、現在の GMP に準拠するよう品質評価を実施するには難易度が

高い 95。そのため、バイオ医薬品の現在の不純物粒子分析では、負染色法による TEM で

の観察が主流である 189。しかしながら、TEM を利用したウイルス粒子の同定を可能とす

る手法の検討は十分ではなく 190、細胞バンクから最終製品までの製造工程における堅牢な

ウイルス汚染試験を実施するためにも開発が急務である 189,190。負染色法での染色斑や変

性は依然として課題ではあるものの、クライオ電子顕微鏡と同様の測定原理を持つ TEM

の粒子画像も、本研究で構築した CNN 構造が応用できる可能性があり、製剤の安全性を

担保するための手法開発や工程内管理戦略の改善に貢献できると考えられる。 

一方で、第 2 章および第 3 章で共通し、CNN による多クラス分類は依然として課題が残

っている。バイオ医薬品に含まれうる不純物粒子は二項に限定されず、三項以上の不純物

粒子が混入することが想定される。高い分類性能で多クラス分類を行うには、CNN 構造

や画像処理方法の改善だけでなく、粒子の特徴が明瞭に現れるような顕微鏡の設計や、ト
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レーニングデータセットが必要である 190,191。粒子分類に適した顕微鏡の設計開発や、分

類対象とする不純物粒子の単離が将来的に可能となれば、多様な不純物粒子の同定を定量

する目的に加え、不純物粒子の発生源となる製造工程を特定するという側面からも、CNN

を応用する重要性が高まる。複雑かつ多様な工程を経て製造されるバイオ医薬品は、その

複雑さゆえに不純物が混入する可能性はゼロではなく、また製剤にも不純物粒子は発生・

混入しうる。このため、バイオ医薬品の不純物粒子分析における CNN の有用性を明らか

にした本研究は、より安全かつ有効性の高い医薬品を提供するための管理戦略の改善に貢

献できる。  
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補足資料 

 

補足図 1. FlowCamで取得した（a）凝集体とシリコーンオイル油滴の形態パラメータに基

づく主成分分析、（b）凝集体と脂質粒子（粉砕）の形態パラメータに基づく主成分分析、

（c）凝集体と脂質粒子（スプレー）の形態パラメータに基づく主成分分析。iSpect で取得

した（d）凝集体と脂質粒子（粉砕）の形態パラメータに基づく主成分分析、（e）凝集体

と脂質粒子（粉砕）の形態パラメータに基づく主成分分析、（f）凝集体と脂質粒子（スプ

レー）の形態パラメータに基づく主成分分析。MFI で取得した（g）凝集体とシリコーン

オイル油滴の形態パラメータに基づく主成分分析、（h）凝集体と脂質粒子（粉砕）の形態

パラメータに基づく主成分分析、（i）凝集体と脂質粒子（スプレー）の形態パラメータに

基づく主成分分析。 
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補足図 2. FlowCam で取得された、（a）焦点のあっているとされるシリコーンオイル画像

とその二値化画像、および（b）焦点の合っていないとされるシリコーンオイル油滴画像

とその二値化画像。 

 

 

補足図 3. FlowCam により分析した（a）凝集体、（b）シリコーンオイル油滴、（c）脂質粒

子（粉砕）、（d）脂質粒子（スプレー）の輝度の標準偏差の分布。MFI により分析した（e）

凝集体、（f）シリコーンオイル油滴、（g）脂質粒子(粉砕)、（h）脂質粒子（スプレー）の

輝度の標準偏差の分布。 
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補足図 4. FlowCam、iSpect、MFI から取得した凝集体と 2種類の脂質粒子の粒子画像をト

レーニングデータとして学習した CNN>2 µmの混同行列。 

 

 

補足図 5: 粒子内部の円領域の直径 d を変化させた際に得られる輝度比のヒストグラム。

直径 d と完全粒子と空粒子にあたる 2 つのピークの分離度 R を右上に記載している。青色

で示されたヒストグラムは、データ区間を 0.01、度数を粒子数（個）、階級を輝度比とし

て作製した。 
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補足図 6. CNN により完全粒子に誤分類された空粒子の例 
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補足表 1. 各フローイメージング顕微鏡で取得した粒子画像でトレーニングした学習済み

CNN における 4 つの分類性能評価指標 

 

 

  

 CNN>2 µm 

 FlowCam iSpect MFI 

評価指標 凝集体とシリコーンオイル油滴の分類器 

Accuracy 0.967 0.881 0.793 

Precision 0.964 0.958 0.863 

Recall 0.960 0.898 0.772 

F1 score 0.962 0.927 0.815 

評価指標 凝集体と脂質粒子（粉砕）の分類器 

Accuracy 0.924 0.796 0.807 

Precision 0.978 0.902 0.739 

Recall 0.974 0.873 0.899 

F1 score 0.976 0.887 0.811 

評価指標 凝集体と脂質粒子（スプレー）の分類器 

Accuracy 0.931 0.888 0.788 

Precision 0.911 0.911 0.892 

Recall 0.960 0.742 0.775 

F1 score 0.935 0.818 0.829 
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