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研究成果の概要（和文）：本研究によりバイオ医薬品で発生するタンパク質凝集体の定量的解析手法が確立し、
凝集の原因となるストレスの特定に成功し、さらに凝集体の免疫原性との関連性について解明することができ
た。とくに、プレフィルドシリンジに塗布されたシリコンオイルとタンパク質が複合体となった際の免疫原性へ
の影響は顕著であり、製剤における容器設計の重要性がより明確となった。また、従来から提唱されてきた、コ
ロイド安定性と構造安定性に加えて、界面安定性の向上が凝集体発生の抑制には需要であることを示すことがで
きた。さらに今回見出した振動や衝撃がタンパク質凝集を引き起こす点も医薬品の安定性を高める上で非常に有
益であるといえる。

研究成果の概要（英文）：Based on this research, quantitative assessment of protein aggregates in 
biopharmaceuticals are established, and factors influencing protein aggregation as well as relation 
of immunological  impact of protein aggregates were clarified. Specifically impact of 
protein-silicone oil drop released from syringe barrel protein complex on immune system is 
significant thus design of container is important. This study also indicate that interface stability
 of proteins are of importance to suppress protein aggregation, besides colloidal and conformational
 stabilities that have been pointed out as important factors for protein stability in solution. 
Based on this study,minimizing physical stress like vibration and impact should be a clue to 
stabilize therapeutic proteins in solution. 

研究分野： 生物物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、近年、利用されているバイオ医薬品の安定性と安全性に関するものであるが、これまで不明点が多か
ったタンパク質凝集体と副作用の関係を実験的に示唆することができた社会的意義の大きい研究成果である。特
に、製薬企業から医療現場で利用される実際の場面へとフィードバックが可能な知見が数多く含まれており、か
つ、応急処置的な対応では無く、包括的かつ根本的に医薬品の安定性を高めることが可能となることから、科学
的意義は当然ながら、産業的意義が大きいといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

2016年には抗体医薬が登場し約20年が経過し、その有効性が認識される一方で課題も明確

になってきた。抗CD28抗体TGN1412の臨床試験で起こったサイトカインストームのような

標的特異的な副作用に注意が必要な一方、抗体医薬に共通の課題として、免疫原性の出現

が懸念されるようになってきた。抗体医薬に免疫原性があると、投与した抗体に対する抗

体（抗薬物抗体、ADA）が産生される可能性が高まる。実際、完全にヒトの配列から構成

され、配列上は免疫原性を発揮しないはずの組換えヒト抗体、さらにインターフェロンや

ファクターVIIIなどのその他の組換え蛋白質医薬においても一定の確立でADAの出現が観

察されることから、配列をヒト化しただけでは免疫原性を完全に消失させることは出来な

いと認識されている。ADAが出現すると、投与した抗体医薬の効果の消失のみならず、急

性ショックへとつながる可能性があることから、免疫原性の予測と低減は抗体医薬にとっ

て解決すべき課題となっている。しかしながら、体内での抗体の産生機構は複雑であり、

その機構を解明すべく研究が行われているのが現状である。 

 

こうした状況のもと、血液製剤であるガンマイムノグロブリン製剤と抗体医薬の臨床およ

び生化学的研究から、以下の状況証拠が得られつつあった。① 抗体医薬に凝集体が含ま

れていると免疫系が惹起され、炎症性サイトカインが放出され、免疫原性の原因となる可

能性が上昇する、②IgGの凝集体は古典経路を活性化する（蛋白質医薬の登場初期に報告

されている）。 

 

一方、申請者は、抗体医薬の効果を最大限に引き出すため、蛋白質溶液の物理化学の経験

を生かし、高品質で安全性が高い抗体医薬の創出のための基盤研究に取り組み、また、免

疫原性の機構解明のため、免疫に関わる受容体であるFcgRやToll Like Receptor(TLR)の

構造と相互作用の関係について研究してきた結果、以下のことが明らかとしてきた。③抗

原が多価の場合、抗体医薬は抗原と抗体の濃度比に応じて、血清中で様々なサイズの抗原

抗体複合体を形成する、④サイズが大きい抗原抗体複合体が形成されると、免疫関連シグ

ナルが強く誘起される、⑤ 抗体は物理ストレスにより、ナノ粒子(直径100nm以下)や

SVP(Subvisible particle、直径100nm〜100umの粒子)と分類される凝集体を形成する、⑥

FcgRは抗体分子（IgGモノマー）と1:1で結合し、その解離定数はuM程度である、⑦抗体医

薬の体内濃度はnMレンジであるため、IgGモノマーの大部分はFcRと結合せずフリーの状態

で存在する。 

 

２．研究の目的 

抗体医薬は精製や保管時に100nm〜100umのサイズの Subvisible particle(SVP)とよばれる

凝集体を形成する。SVPを含む抗体医薬を投与すると炎症誘発や免疫原性の原因となり得る

ため、凝集体の低減と適切なモニターが求められている。一方、凝集体の性質とこうした副

作用との関係は不明である。本研究は、生理条件を模倣した条件での物理化学解析により、

免疫シグナル誘導の引き金となる凝集体の分子サイズ、分子配向、さらに受容体である FcgR

との相互作用を定量的に解析し、一方で、凝集体により誘導される免疫シグナル伝達を定量

する。得られた数値を用いて、凝集体により免疫シグナルが惹起され免疫原性へとつながる

パスウェイの数理モデルを提唱する。 

 



 

３．研究の方法 

本研究では、抗体医薬が精製や保管の間に経験するストレスである、振とう、攪拌、シリコ

ンオイルとの接触、により抗体の凝集体を作製の上、凝集体のサイズ決定を、申請者が島津

製作所と共同で開発を行った定量的レーザー回折法を中心に決定した。さらにサイズ排除

クロマトグラフィー（SEC）、超遠心分析、フローイメージング、共振式質量測定、も併用し、

各サイズの分子数の絶対定量を行った 

凝集体による FcRや TLRの活性化の観測は、PBMC を用いた炎症性サイトカインリリース、

モノサイトから作製したマクロファージの凝集体の取り込み、および下流に NF-AT により

ルシフェラーゼが発現するレポーターアッセイ細胞システムを用いた。 

また、凝集を抑制するための手法開発のため、水素重水素交換質量分析を用いて、凝集にか

かわる残基の特定、および、凝集抑制が可能な溶媒組成を探索、を実施した。さらに、凝集

体によるシグナル誘導機構の理解のため、抗体と FcgRの相互作用部位決定を水素重水素交

換質量分析に実施した。 

 

４．研究成果 

最初に、抗原抗体複合体（免疫複合体）のサイズと免疫原性との関係に焦点を絞り、３種類

の抗 TNF抗体あるいは Fc 融合蛋白質を用いて研究を進めた。抗体に蛍光ラベルを施し蛍光

超遠心分析法を駆使することで、実際の体内での濃度域（nM 領域）での抗体濃度および抗

原濃度での相互作用解析を実現した。PBSおよび血清中での解析の結果、アダリムマブは抗

原である TNF と濃度依存的に複合体を形成し、量は少ないものの分子量が数十万を超える

大きな免疫複合体を形成していた。インフリキシマブも同様に TNF と濃度依存的に複合体

を形成していたが、免疫複合体のサイズとしては、アダリムマブのケースよりも大きいもの

が観測された。一方、TNF 受容体と Fc ドメインの融合蛋白質であるエタネルセプトは TNF

と安定に結合するものの 1:1 複合体よりも大きなものは観測されなかった。次に複合体の

サイズと Fc 受容体を介したシグナル伝達の関係を調べるため、FcR を細胞表面に発現させ

た組み替え Jurkat 細胞（FcR/Jurkat）を用いた細胞アッセイを実施した。FcR/Jurkat は、

共同研究者らにより開発されたもので、FcRを介した信号伝達が誘導されるとルシフェラー

ゼが発現する。この細胞を使ったアッセイをアダリムマブ、インフリキシマブおよびエタネ

ルセプトについて実施したところ、濃度依存的にルシフェラーゼレベルが上昇し、特にイン

フリキシマブで最も活性が強く、次にアダリムマブ、一方で、エタネルセプトはほとんど活

性を示さなかった。蛍光超遠心分析の結果と照らし合わせて考えると、大きな免疫複合体を

形成する傾向を持つ抗体は FcRを介した活

性が強く、一方、エタネルセプトのように

1:1 よりも大きな複合体は形成しない場

合、FcR を介した活性は発現しないことが

分かった(図１)。以上の結果から、FcR を

介した信号伝達は複合体のサイズにその

まま依存していることが分かった。研究成

果は、抗体医薬の産業利用における国際的

雑誌である mAb誌に掲載された。 

   

図 1 抗体医薬は種類によっては抗原と大きな免疫複合体を
形成し FcgRを通じたシグナル伝達を誘導することを報告。 



 

次に、特定のサイズ分布を持つ抗体凝集

体による炎症性サイトカインリリースの

評価および凝集体の構造解析を実施し

た。こうした研究にはサイズ分布の取得

が必須となるが、サイズによっては測定

が容易ではなかった。そこで、これまで解

析が難しかったサブミクロンサイズの凝

集体のサイズ分布測定法の開発も進めた

（図２）。 

プレフィルドシリンジタイプの蛋白質製剤の場合、保管中にシリコンオイルがドロップと

して液中に放出される。そこで、シリコンオイルドロップと抗体の関係を調べたところ、シ

リコンオイルドロップと抗体を混合するとドロップに抗体が速やかに吸着し、主にサブミ

クロンからミクロンサイズの粒子を形成することが分かった。これは、まさに、特定サイズ

の凝集体と同等の粒子と解釈できる。抗体吸着シリコンオイルドロップをヒト末梢血単核

球に添加してインキュベートしたところ、IL-6 や TNF といった炎症性サイトカインが放出

されていた。また、樹状細胞が抗体吸着シリコンオイルドロップを取り込みやすく、MHC の

提示が促進されることも分かった。これらの結果からサブミクロン～ミクロンの抗体吸着

シリコンオイルドロップは免疫原性の原因となり得ることが示された（図３）。 

 

図３シリコンオイルの影響（左）高速液中 AFMでとらえた微少なシリコンオイルドロップに 

抗体医薬が吸着する様子（右）凝集体やシリコンオイルに吸着した抗体は炎症性サイトカイ

ン放出を促す、樹状細胞に取り込まれやすい 

 

さらに、プレフィルドシリンジへの吸着そのものが押出時の凝集体発生につながり、低吸着

のシリンジバレル、さらには界面変性の抑制の必要性を示した（図４）。 

 

図２ タンパク質凝集体の定量的計測には複数の測定法の組
み合わせが必要であることを見出し報告した。 



図４ 凝集体発生における界面変性の役割（左）明らかとなったバレル表面への吸着と押出

に伴う凝集体の発生。低吸着バレルの COPだと凝集体発生量が少ない（右）凝集体発生経路

の全体像 

 

また、加熱によりナノメーターサイズの凝集抗体を分画その後モノマーへと解離した抗体

について、水素重水素交換質量分析計により構造変化部位を解析したところ、CH2中の I257-

W281 が加熱に伴い露出し、おそらくは凝集に寄与していることが分かった。 

サブミクロン～ミクロンサイズの凝集体の定量は定量的レーザー回折（qLD）法により実施

し（図２）、同一試料を他の手法で評価した結果と比較した。その結果、これまで複数の手

法を組み合わせる必要があったサイズ領域について qLD での一括評価が可能であることが

判明した。 

以上の研究についての結果は J. Pham Sci誌に 3報の論文として掲載された。 

 

最後に、医療用蛋白質の凝集体のサイズに応じた適切で定量的な評価方法、サイズごとの凝

集体の発生機構、凝集体の免疫系への影響、を総合的に分析、それぞれの結果の関係性を解

析し、総合評価を行った。凝集体評価として適切な手法は、サブミクロンが定量的レーザー

回折法、ミクロンサイズはフローイメージング法、であることが明らかとなり、さらに、ミ

クロンサイズの画像からニューラルネットワークを用いた機械学習により蛋白質凝集体と

容器からの剥離物を分類することに成功した。こうした結果は眼科領域でも重要であった

ため、海外の研究者からの問い合わせが多く、最終的に総説としてまとめるに至った。 

また、熱量測定において、撹拌翼で蛋白質溶液を撹拌するとミクロンサイズの凝集体が経時

的に発生し、標的分子との結合活性が低下することを見出した。この手法は、物理ストレス

に対しても安定な最適組成のための加速試験の設定にも有用であるといえる。さらに、凝集

部位の特定を水素重水素交換質量分析法により実施し、アミノ酸番号 257～281中にありCH2

に位置する疎水性のアミノ酸が加熱時に露出することで凝集へとつながる事を特定した。

加えて、水素重水素交換質量分析により、従来提唱されてきた Fc 部位のみならず、Fab の

定常領域部分が IgG の FcgRへの結合に寄与していることを示すことに成功し、今後、結合

部位の変異等によるシグナル誘導強度の制御の可能性を示すことができた(Sci Rep誌に発

表)。 

 

以上の研究成果から、凝集を原因から取り除く手段、免疫系へのインパクトが高い凝集の解

明、など蛋白質凝集体の総合評価に成功した。 

 

 

 

 



５．主な発表論文等

〔雑誌論文〕　計26件（うち査読付論文　26件／うち国際共著　2件／うちオープンアクセス　12件）

2018年

2018年

2019年

2019年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.1016/j.xphs.2019.02.002

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
An Assessment of the Ability of Submicron- and Micron-Size Silicone Oil Droplets in Dropped
Prefillable Syringes to Invoke Early- and Late-Stage Immune Responses

Journal of Pharmaceutical Sciences 2278～2287

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Krayukhina Elena、Yokoyama Masami、Hayashihara Kayoko Kakuhou、Maruno Takahiro、Noda Masanori、
Watanabe Hiroki、Uchihashi Takayuki、Uchiyama Susumu

108
 １．著者名

10.1016/j.xphs.2019.02.023

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Identification of IgG1 Aggregation Initiation Region by Hydrogen Deuterium Mass Spectrometry

Journal of Pharmaceutical Sciences 2323～2333

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Noda Masanori、Ishii Kentaro、Yamauchi Mika、Oyama Hiroaki、Tadokoro Takashi、Maenaka Katsumi、
Torisu Tetsuo、Uchiyama Susumu

108
 １．著者名

10.1248/yakushi.18-00020-F

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Current Trends in Analytical Technologies Which Promote the Development of Biopharmaceuticals

YAKUGAKU ZASSHI 1473～1474

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Ishii-Watabe Akiko、Uchiyama Susumu 138

 １．著者名

Toward the Proper Biophysical Characterization of Aggregates in Biopharmaceuticals

YAKUGAKU ZASSHI 1503～1507

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1248/yakushi.18-00020-4

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
Uchiyama Susumu 138

 １．著者名

 ２．論文標題  ５．発行年



2019年

2019年

2019年

2018年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.1016/j.xphs.2018.01.021

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Sweeping of Adsorbed Therapeutic Protein on Prefillable Syringes Promotes Micron Aggregate
Generation

Journal of Pharmaceutical Sciences 1521～1529

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Maruno Takahiro、Watanabe Hiroki、Yoneda Saki、Uchihashi Takayuki、Adachi Satoru、Arai
Kunihito、Sawaguchi Taichi、Uchiyama Susumu

107
 １．著者名

10.1016/j.xphs.2018.09.004

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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Efficient generation of single domain antibodies with high affinities and enhanced thermal
stabilities

Scientific Reports 5794

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ４．発表年
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

2019Peptalk Protein Aggregation and Emerging Analytical Tools conference（招待講演）（国際学会）

Biotherapeutics Analytical Summit（招待講演）（国際学会）

Factors influencing Quality of Biopharmaceuticals in Pre-filled Syringes（招待講演）（国際学会）
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 １．発表者名
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Analytical ultracentrifugation  for biopharmaceuticals characterizations and formulation development

蛍光超遠心分析による抗体医薬の希薄濃度・生体類似環境での相互作用解析

 １．発表者名
内山　進

 ３．学会等名



2020年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

AASP2019@Suwon（招待講演）（国際学会）

Keystone symposium（国際学会）

PDA Europe（招待講演）（国際学会）

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ２．発表標題

Susumu Uchiyama

Susumu Uchiyama

Susumu Uchiyama

Susumu Uchiyama

CALCON2019（招待講演）（国際学会）

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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 １．発表者名

Hydrogen/deuterium exchange mass spectrometry analysis of therapeutic IgG molecules

Formulation and primary packaging optimizations for biopharmaceuticals in prefilled syringes
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