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【背景と目的】バイオ医薬品開発において、不均一性評価は品質管理上重要であ
る。抗体分子の構造変化と共に、抗体試料に含まれる不純物も不均一性の要因
となりうる。本研究では、抗体試料中に混在する不純物タンパク質、核酸など
を質量分析によって定量的に評価する技術を構築した。

【方法】タンパク質を対象とした評価技術では、アミノ酸点変異導入タンパク質
を内標準とした LC/MS/MS 法を用いた。C 反応性タンパク質（CRP）をモデル
として試料溶液へ既知量添加し、点変異導入 CRP を内標準として質量分析によ
る定量を行った。核酸を対象とした評価では、核酸分子内りんを指標とし、新
規開発試料導入装置を搭載した誘導結合プラズマ質量分析（ICP-MS）による定
量を実施した。DNA を試料溶液へ既知量添加し、サイズ排除クロマトグラフィ

（SEC）で分離した後、ICP-MS でりん定量法を実施した。
【結果】CRP 定量においては、調製濃度 1 μg/mL としたところ、点変異導入内
標準法を用いた測定結果は 1.2±0.2 μg/mL であった。DNA 中りん定量において
は、SEC で高分子 DNA とりん含有低分子化合物を分離でき、抗体濃度比 1 ppm
以下の抗体溶液中 DNA を定量可能であった。
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抗体医薬品の製造プロセスでは、アフィニティーカラムによる精製が標準となっ
ている。そこでは酸を用いて抗体が溶出され、一時酸変性状態となる。その後、
溶液を中和して立体構造のリフォールディング反応を誘起し、天然状態の抗体
を得るが、一部非天然構造状態の抗体が現れる。この非天然構造状態は、免疫
反応を惹起し得る分子種であり、製品に混入しないように取り除くプロセスは
製造コストを増加させる一因となっている。非天然構造状態の形状、会合状態
やその時間依存的変動は不明である。本研究ではヒトモノクローナル抗体を対
象とし、酸ストレスによって生成される非天然構造状態を、クロマトグラフィー
と散乱法で解析した。酸ストレスを与えたサンプルのサイズ排除クロマトグラ
ムでは、中和後に自己会合が起こり、これらの会合状態が時間オーダーで変化
する過程が捉えられた。また、動的光散乱法では、酸ストレス抗体の 15℃から
40℃における凝集サイズの時間依存を明らかにした。この凝集の成長は、スモ
ルコフスキー凝集速度式を基にすると、フラクタルかつ反応律速凝集で記述で
きることが明らかとなった。温度依存性より、凝集反応の活性化エネルギーは
正、すなわち吸熱反応であった。これは抗体溶液中に凝集が発生、混入した際
の保管期限を予測するのに役立つ。
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近年、抗体医薬の有効性が認められ、産業応用に資する抗体の研究開発が盛ん
に行われている。このような動向を踏まえ、多種多様な抗体を精製するために
は、全長の IgG のみならず、Fab や scFv にも強く結合する親和性の高いアフィ
ニティーリガンドの開発が求められている。現在、抗体精製には Protein A や
Protein G が利用されているが、これらタンパク質は抗体の Fc 領域に結合する
ため、Fab や scFv の精製には適さない。Protein L は免疫グロブリン（Ig）の
kappa 軽鎖に結合し、全長の IgG のみならず、Fab や scFv にも結合できるため、
多種多様な抗体の精製に最適である。しかしながら、例えばヒト IgG2 に対し
ての Protein L の解離定数は 10-8 M 程度であり、10-11 M 程度の Protein G や
Protein A より劣る。そこで、本研究では、Protein L の抗体結合ドメイン全域に
対する変異ライブラリから、Fab に対し、より高い親和性を持つ改変型 Protein
Ｌの取得を目指した。
はじめに、Protein L の抗体結合ドメインに由来するタンパク質全体に対するラ
ンダム変異ライブラリを作製し、PURE Ribosome Display により、天然型よりも
結合能の高い改変型 Protein Ｌの選抜を行った。具体的には、ランダム変異ライ
ブラリに対し PURE Ribosome Display による off rate selection を行い、いくつか
の改変型 Protein L の候補を取得した。次に、取得した改変型 Protein L の Fab に
対する結合のパラメーターを測定し、改変型 Protein L の評価を行った。本発表
では、これらの結果について議論をしたい。
なお、本研究は次世代バイオ医薬品製造技術研究組合からの再委託を受けて実
施した成果の一部である。
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【背景および目的】
バイオ医薬品はその製造過程で、生物由来原料からの病原体の混入リスクを伴
う。近年においてもウイルス不活化・除去処理に対して抵抗性の高い小型ウイ
ルスの混入事例が報告されており、その対策が議論されている。我々はこうし
たウイルスを対象に、バイオ医薬品の製造工程に導入可能な不活化法として、
液状加熱法・紫外線照射法等について検討した。

【方法】
バイオ医薬品の代表製剤として抗体製剤の製造工程を想定した。工程サンプル
には、ヒトポリクローナル IgG を模倣サンプルとして用いた。IgG の安定性が
担保されるウイルス不活化処理条件を設定し、工程模倣液にモデルウイルスを
添加して不活化実験を行った。不活化処理前後のウイルス量の減衰率から不活
化効果を評価した。

【結果および考察】
液状加熱処理では、60℃・10 時間処理でも IgG が変性せず、かつウイルスを検
出限界以下まで不活化する条件を見出した。一方、高温短時間処理ではこのウ
イルスを効果的に不活化することはできなかった。一方、UV-C 照射において
も一定のウイルス不活化効果を示す工程条件を確認した。ウイルス不活化方法
として一般的な低 pH 処理に加えて、このような機作の異なる不活化技術を組
みあわせて導入する事は、バイオ医薬品の迷入ウイルスに対する安全性向上に
寄与すると考える。
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