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研究成果の概要（和文）：蛋白質凝集体の形状や電荷など物理化学的な特性と補体活性化との連関を明らかにす
ることを最終目的に，①凝集体調製方法の確立，②補体活性化の評価方法の確立を行い，凝集体特性と活性化能
との関連の解明を試みた．静注用免疫グロブリン製剤（IVIG）やアルブミンなどについて，温度や撹拌速度を調
整することで特性の異なる凝集体を安定して調製可能な調製方法を確立した．調製した凝集体について，補体活
性化能を評価したところ，アルブミンやFc部分が変性したIVIGやアルブミンでも，補体経路が活性化される可能
性が示された．ただし，活性化の評価系については，血清及びの処理方法など，さらなる最適化が必要と考えら
れた．

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to establish ①preparative method of protein 
aggregates with various physicochemical attributes, ②complement activation assay, and to elucidate 
the relationship between physicochemical attributes of protein aggregates and their complement 
activation potency. A preparative method that can constantly provide protein aggregate with various 
attributes was developed by varying temperature and agitation rate on IVIG and human albumin. 
Complement activation potency was evaluated by measuring SC5b9, which is an ultimate product of 
complement pathway. It was suggested that denatured IVIG and aggregated albumin could activate a 
complement pathway. In the future, improvement of complement activation assay will be needed to get 
a consistent relationship between attributes of protein aggregates and complement activation 
potency. 

研究分野： バイオ医薬品
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体以外のタンパク質やFc部分が変性した抗体においても，凝集体が形成されることで補体経路が活性化される
可能性が示され，バイオ医薬品における凝集体の管理の重要性を支持する成果である．また，抗体以外のタンパ
ク質の凝集体の補体活性化能に関する報告は極めて少なく，学術的な意義もあると考えられる．引き続き研究を
進め，補体活性化の強度や形状による活性化能の違いについて一貫した傾向が得られれば，バイオ医薬品製剤の
適切なリスク管理戦略を構築するのに有益な情報となり，バイオ医薬品の品質管理の近代化および安全性向上に
つながるものと期待される．

※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 

抗体などバイオ医薬品に含まれるタンパク質の「凝集体」は，免疫細胞の活性化や補体活性化を

介して免疫原性など有害事象を引き起こすリスク因子の一つと考えられている．抗体医薬品の

場合，多量体化した抗体の Fc 領域に C1q が結合することで補体活性化が起こると考えられる

が，不溶性の凝集体でも補体活性化が起こるのか，抗体以外のバイオ医薬品でも補体活性化が起

こるのか，どのような特性（電荷や形状）の凝集体が補体活性化を引き起こすのか，さらにどの

ような経路で活性化されるのか明らかになっていない． 

 

２．研究の目的 

本研究では，凝集体の形状や電荷など物理化学的な特性と補体活性化との連関を明らかにする

ことを最終目的に，①形状などの特性の異なる凝集体を安定して作製可能な調製方法を確立す

ること，②補体活性化の評価方法を確立し，凝集体の特性と活性化能との連関の解明を目指した． 

 

３．研究の方法 

モデルタンパク質として，ヒトアルブミンや静注用免疫グロブリン製剤（IVIG），抗体医薬品を

用い，以下の項目を検討した． 

(1) モデルタンパク質製剤からの凝集体の分離方法を確立する 

(2) 補体活性化の評価方法を確立する 

(3) 特性の異なる凝集体について補体活性化能を測定する 

(4)          〃   補体成分および補体制御因子との相互作用を解析する 

 

４．研究成果 

抗体医薬品の場合，多量体化した抗体の Fc領域に C1q が結合することで補体活性化が起こる

と考えられるが，不溶性の凝集体でも補体活性化が起こるのか，また抗体以外のバイオ医薬品で

も補体活性化が起こるのか明らかになっていない．そこでモデルタンパク質製剤として，静注用

免疫グロブリン製剤（IVIG），インフリキシマブおよびアルブミンに対し，加熱や撹拌など物理

化学的な刺激を加えることで特性の異なる凝集体の調製を試みた．フローイメージング法によ

り形成された凝集体の形状および濃度を測定したところ，加熱及び撹拌条件を詳細に検討する

ことで，形状や透明度の異なる凝集体が得られることが分かり，少なくとも IVIG については形

状の異なる凝集体を安定して調製可能な調製方法を確立した．ただし，タンパク質の種類によっ

て，凝集体が形成されやすい条件や，凝集体の形状も異なる傾向が見られた． 

凝集体による補体活性化の評価方法は，まず補体活性化による最終成分である SC5b9 を測定

することとした．補体活性化には３つの経路が知られているが，いずれの経路で活性化されたと

しても SC5b9 が形成されるためである．凝集体調製条件を検討したモデルタンパク質製剤につ

いて，血清及び血漿と反応させ，SC5b9 の生成量を ELISA により測定したところ，70℃以上で加

熱し，抗体の Fc 部分が変性した IVIG 試料においても，SC5b9 が形成され補体経路が活性化され

る可能性が示された．アルブミンについても凝集体によって補体経路が活性化される現象が認

められた．ただし，補体活性化の強度や形状による活性化能の違いについては一貫した傾向は得

られておらず，血清及び血漿ロットや血漿の処理方法などの，さらなる最適化が必要と考えられ

た．その他，補体系の主成分である C3転換酵素活性により C3a 及び C3b の生成も，いずれの補

体経路においても誘導されるプロセスであるため，C3a 及び C3b の測定や，凝集体への補体系成



分の結合の測定が必要と考えられた． 
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