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研究成果の概要（和文）：各種の人免疫グロブリン製剤を用いて、含まれる凝集体・多量体含量、及び各種スト
レスによる凝集体のできやすさを評価し、製剤に含まれる分子の特性と凝集体の関連を調べた。酸性条件下で撹
拌により生じた凝集体に含まれる分子種についてLC/MSによるペプチドマッピングをおこなったところ、溶液中
及び凝集体中の糖鎖プロファイルには大きな差は認められなかったものの、凝集体中ではIgG4の割合が増加して
いることが明らかになった。以上の結果から、免疫グロブリン製剤に含まれるIgGの各サブタイプのうちIgG4が
最も凝集体を生じやすいこと、凝集には糖鎖構造以外の構造及び物理的化学的性質が関わっていることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we evaluated protein aggregate/multimer contents and 
propensity to form aggregate of each human intravenous immunoglobulin product (IVIG) induced by 
various stresses. Aggregates induced by stirring at neutral or acidic conditions were analyzed by 
LC/MS/MS in order to investigate their characteristics.  Fc oligosaccharide profiles of IgG1, IgG2/3
 and IgG4 were not different between soluble and aggregated antibodies, but intensity of IgG4 
glycopeptide significantly increased in aggregates.  These results suggest that IgG4 subclass in 
IVIG is labile to mechanical stress, and that structure/physicochemical properties other than Fc 
oligosaccharide make contribution on aggregate formation of IVIG.

研究分野： 生物薬品学
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質医薬品製剤に含まれる不純物の一つである凝集体は、補体活性化等による急性の

アレルギー反応や、抗薬物抗体による遅発性過敏症等の有害作用との関連が懸念され、凝集体
の特性と安全性の関連、及び、製剤中での凝集体生成機構と生成抑制の手法が注目されている。 
ヒト血漿由来ポリクリローナル IgG 製剤である「免疫グロブリン製剤」は、ヒト血漿から低

温エタノール分画法により製造される医薬品で、ヒト IgG が有効成分である。日本では、低及
び無ガンマグロブリン血漿血症、重症感染症における抗生物質との併用、特発性血小板減少性
紫斑病、川崎病等が適応疾患となっている。本製剤には、凝集体含量が高く筋肉内投与によっ
てのみ使用される製剤と、凝集体含量を低減するための処理が施された静脈内投与用の製剤が
ある。これらの製剤については、製造方法に依存して、残存する凝集体や有効成分である可溶
性 IgG の特性が異なると想定されるが、各製剤の分子特性に関する研究は行われていない。そ
こで、本研究では、免疫グロブリン製剤に着目し、各製剤に残存する凝集体の特性（粒子径、
組成）、及び、凝集体を形成する分子種の特定、ストレス負荷時の凝集体形成への影響を解析す
ることにより、免疫グロブリン製剤の品質管理・安全性向上に資する知見、ならびに、今後、
必要性が高まる皮下投与用の高濃度モノクローナル抗体医薬品製剤の創製と品質管理・安全性
確保にも応用可能な知見を得ることを目的とする。 
 
２．研究の目的 
本研究は、抗体医薬品製剤に含まれる凝集体は、補体活性化による過敏症反応、免疫原性、

有害反応との関連が懸念されていることから、免疫グロブリン製剤等に含まれる凝集体の特性
や凝集体を形成しやすい分子の特性を解析することにより、抗体医薬品製剤の製法開発、品質
管理に有用な知見を得ることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 試料 
人免疫グロブリン製剤、乾燥イオン交換樹脂処理人免疫グロブリン製剤、乾燥 pH4 処理人免

疫グロブリン製剤、乾燥スルホ化人免疫グロブリン製剤、乾燥ペプシン処理人免疫グロブリン
製剤、ポリエチレングリコール処理人免疫グロブリン製剤は、市販製剤を購入した。 
(2) 凝集体及び多量体含量 
各種免疫グロブリン製剤に含まれる凝集体及び多量体含量の評価を、定量的レーザー回折及

びサイズ排除クロマトグラフィーにより行った。 
(3) 各種免疫グロブリン製剤の凝集体のできやすさを評価するため、溶媒を 10 mM 酢酸ナト
リウム緩衝液 pH 4.7 に置換して 10mg/mL の溶液とし、-80℃及び 37℃にて凍結融解を 10 回、
または、1000rpm、37℃で 48 時間攪拌することによりストレスを与え、動的光散乱により粒
子サイズを評価した。 
(4) 凝集体中の抗体の特性解析 
免疫グロブリン製剤、並びに PEG 及び陰イオン交換処理免疫グロブリン製剤をリン酸ナトリ
ウム緩衝液 pH6.8 あるいは酢酸ナトリウム緩衝液 pH 4.5 の緩衝液に溶媒置換して 1mg/mL の
溶液を作成し、30℃、1000 rpm で 12～100 hr 撹拌し、凝集体の生成を定量的レーザー回折法
により評価した。また、溶液を 20000 x g、10 min 遠心し、上清を凝集体を含まない画分と凝
集体にわけ、還元カルボキシメチル化及びトリプシン消化を行い、LC/MS によりペプチドの同
定、物理化学的変化及び IgG Fc 糖鎖プロファイルの解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 各種免疫グロブリン製剤の凝集体及び多量体含量 
各種免疫グロブリン製剤を 50 mg/mL に調製し、定量的レーザー回折により凝集体含量を測

定したところ、凝集体形成抑制する処理を行っていない製剤では、1 µm 以上の凝集体は 20～
30μg/mL 程度観測された。陰イオン交換クロマト処理した製剤、PEG 処理した製剤、ペプシ
ン処理した製剤では、1μm 以上の凝集体はほとんど観測されなかった。それに対して、pH 4
処理した製剤、スルホ化した製剤では、それぞれ約 5 µg/mL、25 µg/mL 程度観測された。サ
イズ排除クロマトグラフィーにて多量体含量を調べたところ、PEG 処理した製剤を除き、比較
的多くの二量体が存在していることが確認された。製剤によりアルブミンが添加されているも
のもあるが、凝集体含量との関連は不明であった。これらの製剤は独立して開発された製品で
あり、原料となるヒト血漿は共通のものではない。しかし、多検体のヒト血漿をプールしたも
のである点は共通しており、異なる免疫グロブリン製剤間で糖鎖プロファイルが類似している
という報告（Fokkink W. et al., PLOS ONE 2015, 10(10):e0139828）からも、原材料の特性は
製品間で類似していると考えられる。以上の結果から、1 µm 以上の凝集体形成に関しては、
陰イオン交換クロマト処理が効果的に働いており、ペプシン処理及びスルホ化処理は効果が弱
いこと、多量体の形成に関しては PEG 処理が有効に作用していることが推測された。 
 



(2) 各種免疫グロブリン製剤の凝集体のできやすさ 
凝集体のできやすさを動的光散乱により評価した。凍結融解においては、スルホ化処理した

製剤及びペプシン処理し F(ab’)2が主成分の製剤で 1 µm 未満の凝集体の増加が検出されたが、
PEG 処理及び陰イオン交換処理した製剤、及びペプシン処理した製剤においては凝集体は検出
されなかった。攪拌においては、いずれの製剤においても凝集体生成が認められたが、スルホ
化処理された製剤において、単量体のシグナルの低下及び凝集体シグナルの増加が最も認めら
れた。以上から、凝集体生成抑制処理のうちスルホ化処理は撹拌に対する凝集体抑制効果が弱
いことが推測された。 
 
(3) 凝集体中の抗体の特性解析 
免疫グロブリン製剤、並びに PEG 及び陰イオン交換処理免疫グロブリン製剤をリン酸ナト

リウム緩衝液 pH6.8 あるいは酢酸ナトリウム緩衝液 pH 4.5 の緩衝液に溶媒置換して 1 mg/mL
の溶液を作成し、30℃、1000 rpm で 12～100 hr 撹拌し、凝集体の生成を定量的レーザー回折
法により評価した。撹拌なしではいずれも凝集体は検出されなかったが、pH 6.8 では少量、pH 
4.5 ではより多くの凝集体が生じた。撹拌処理により生じた物理化学的変化を調べることを目
的に、遠心により凝集体を分取し LC/MS によるペプチドマッピングをおこない、溶液中の抗
体と凝集体の抗体 Fc 領域の糖鎖プロファイルを比較したところ、大きな差は認められなかっ
た。しかし、pH 4.5 で生じた凝集体においては、IgG のサブクラス由来のピーク強度に差があ
り IgG4 由来の糖ペプチドシグナル強度比の増加が認められ、IgG4 は特に凝集体が生じやすい
ことが分かった。以上の結果から、IgG 特に IgG4 は酸性条件下で凝集体を形成しやすいこと、
凝集には糖鎖構造の関与は低くそれ以外の物理的化学的性質が関わっていることが示唆さ
れた。 
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