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研究成果の概要： 

生物から得られた酵素蛋白質はポリエチレングリコール（PEG）を結合させることにより，

体内での安定性が改善される．本研究は，PEG 化カタラーゼの噴霧乾燥粉末化における，失活

防止を目的としたものである．マンニトールを賦形剤とした場合，PEG 化により乾燥中の活性

安定性が改善された．マンニトールは 60℃という非常に低い熱風温度においてカタラーゼを噴

霧乾燥できたが，乾燥中に結晶化しやすく，これを防止する賦形剤の選定が重要である． 
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質製剤は医薬品として確実な地位を
築きつつあるが，一般に体内での安定性，抗
原性に問題がある．これらの問題点を解決さ
せるための一手段としてポリエチレングリ
コール（PEG）誘導体による修飾化が進めら
れ て お り， C 型 肝 炎 治 療 薬と し て の
PEG-IFNα-2b をはじめとして，徐々に医薬品
としての地位を築きつつある．この PEG 生理
活性蛋白質は凍結乾燥法により作製されて
いるが，本製剤を必要とする患者を有する国
では，噴霧乾燥などの安価な製造手法が切望
されている．噴霧乾燥法は高温度の熱風を使

用するため，乾燥中に蛋白質が熱変性し，活
性低下を招く恐れがある．しかしながら，PEG
化蛋白質を噴霧乾燥中に安定に保持するた
めの粉末化手法についての研究は，まったく
実施されていないのが現状である． 
 
２．研究の目的 

本研究は，噴霧乾燥法による生理活性分子
の粉末化で最も深刻かつ緊急の問題である
乾燥中の失活防止を目的としたものであり，
以下の点を検討する． 
(1) PEG 化および蛋白質添加による生理活性
分子の噴霧乾燥安定化と気液界面への吸着
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阻害に関する工学的解析 
(2) 噴霧乾燥粒子内の生理活性分子の存在分
布測定と乾燥中の拡散理論による解析 
(3) 噴霧乾燥生理活性分子の保存安定性と噴
霧乾燥粒子形態との関連性 
 
３．研究の方法 
 アルコール脱水素酵素(ADH)，カタラーゼ
をモデル生理活性物質とし，主たる賦形剤と
してトレハロース，マンニトール，マルトデ
キストリンおよびそれらの混合物を用いた．
噴霧乾燥器はBüchi B-290型を使用した．種々
の乾燥条件における，噴霧乾燥粉末酵素の活
性残存率を測定した．また，PEG 化酵素とし
て，これらの酵素の PEG 誘導体を作製したが，
誘導体酵素の活性低下が激しく，研究材料と
して使用することができなかったため，PEG
化酵素としては市販の PEG 化カタラーゼを
使用した．噴霧乾燥による粉末作製法および
酵素活性測定法の詳細に関しては雑誌論文
②，③，および⑫，学会発表①，③，⑨，⑫，
⑬，⑱および⑲を参照． 
  
４．研究成果 
(1) ADH の噴霧乾燥における酵素活性保持
の研究 
 ADH をトレハロース賦形剤で噴霧乾燥す
る際に，蛋白質 Bovine Serum Albumin （BSA），
Lactoglobulin（β-Lg）を賦形剤溶液に微少量
添加し，酵素活性残存率，粉末形状に及ぼす
影響について検討した． 
 
① ADH 残存活性に与える酵素濃度の影響 
 図 1 は噴霧乾燥した ADH 粉末の残存活性
を噴霧溶液中の ADH 濃度に対して点綴した
結果である．ADH の濃度と共に粉末の ADH
残存活性は増加するが，1.0 mg/g-トレハロー
ス以上の濃度で一定値に漸近した． 

② ADH 残存活性に与える蛋白質の影響 
 図 2 は乾燥粉末の ADH 残存率を，ADH と
添加蛋白質（BSA または β-Lg）量の和に対し
て表したものである．蛋白質を添加すること
によって， ADH 活性は添加しない場合と比
べて顕著に増加している．このことは，これ
らの蛋白質を添加することにより，蛋白質濃
度を増加させる以外の付加的な効果が現れ
ていることを示している． 

 
乾燥粉末の表面組成を ESCA によって測定

したところ，乾燥溶液中に添加した蛋白質量
の増加に比例して粒子表面の蛋白質濃度が
増加し，ADH の存在割合が減少していた．こ
のことから添加した BSA または β-Lg は，競
争的に液滴表面に配向し，ADH と熱風との直
接接触を保護し，ADH の活性が保持されたの
ではないかと推測できる． 

 
③ ADH 残存活性に与える熱風温度の影響 
 図 3 は噴霧乾燥前後の酵素活性残存率に対
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図１ 噴霧溶液中の ADH 濃度が残存活性に
与える影響 
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図 2 微量蛋白質の添加が ADH 残存活性に
与える影響 
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図 3 乾燥空気温度が残存活性に与える影響



 

 

する出口温度（図中の括弧内の数値は，対応
する入口熱風温度を示す）を表したものであ
る．出口温度の上昇により酵素活性残存率は
低下したが，蛋白質無添加の場合と比べ，
ADH 量に対し 2 重量倍の β-Lg を添加した粉
末の方が残存活性率が高い．これは添加する
蛋白質量を増加させることにより酵素活性
残存率が高くなったように，蛋白質の添加が
熱風から ADH を保護しているのではないか
と考えられる． 
 
③ 噴霧乾燥粒子の形状変化 
 噴霧乾燥 ADH 粒子の SEM 写真を図 4 に示
す．BSA や β-Lg を添加しない粒子は表面が
滑らかな球状粒子であるが，BSA や β-Lg を
微量添加した乾燥粒子は表面に不規則な凹
凸が生じている．すなわち，これらの蛋白質
が液滴表面に配位し，表面が特異な形状にな
ったと考えられる． 

 
(2) カタラーゼおよび PEG 化カタラーゼの
噴霧乾燥における酵素活性保持の研究 
 カタラーゼまたは PEG 化カタラーゼを，マ
ンニトールを賦形剤として噴霧乾燥し，作製
した酵素粉末中の酵素活性残存率を測定し

た． 
 
① 噴霧乾燥カタラーゼの酵素活性残存率
に与える乾燥条件の影響 
マンニトールを賦形剤として利用するこ

とによって，従来粉末化が非常に困難であっ
た噴霧入口熱風温度 60 ℃での酵素の粉末化
が可能となった．しかしながら，粉末化した
カタラーゼの残存酵素活性は図 5 から明らか
なように，30 %以下という非常に低い値を示
した．これは，噴霧乾燥中にマンニトールの
結晶析出が起こり，これによってカタラーゼ
が変性するためと考えられる．図 5 から明ら
かなように，マンニトールを主賦形剤とした
場合，入口熱風温度 100 ℃において最も高い
活性残存率を示した． 
 
 
② 賦形剤の残留酵素活性への影響 

噴霧乾燥中のマンニトールの結晶析出を
阻害する目的で，マルトデキストリン（MD, 
DE = 11）をマンニトールに等量混合し，賦形
剤として使用した．図 6 にマンニトールと
MD の等量混合物を賦形剤として，カタラー
ゼを噴霧乾燥した場合の酵素活性残存率を
入口熱風温度に対して示す．図 5，6 を比較
すると，すべての入口熱風温度において MD
等量混合賦形剤を使用した方が残留酵素活
性は著しく増加した．これは，後述するよう
に，MD を混合することにより，マンニトー
ルの結晶化が阻害されたためと考えられる．
また，図 5 と同様に入口熱風温度 100 ℃にお
いて最も高い酵素活性残存率を示した．マン
ニトールを主賦形剤とした場合の酵素粉末
中の含水率が約 0.04 wt%であったのに対し，
マンニトールとMDを等量混合した場合は約
5～6 wt%の含水率を示した．ADH 噴霧乾燥
粉末の場合，粉末含水率が高い方がより高い
活性残存率を示すことが報告されている．従
って，MD を等量混合することによって粉末
含水率が増加したことも残存酵素活性の改
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図 4 噴霧乾燥 ADH 粒子の SEM 画像．微量
蛋白質添加が粒子形状に与える影響 
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図 5 噴霧乾燥カタラーゼの酵素活性残存率
に与える熱風入口温度の影響 
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図 6 マルトデキストリンとマンニトールの
等量混合賦形剤が残留酵素活性に与える影響 



 

 

善の一因と推察される． 
 
③ 噴霧乾燥マンニトール粉末の X 線回折 
 MD がマンニトールの結晶化に与える影響
を調べるために，噴霧乾燥粉末の X 線回折を
測定した．図 7 は 10wt%のマンニトール水溶
液と，マンニトールと MD の等量混合粉末の
10 wt%水溶液を，入口熱風温度 100℃で噴霧
乾燥して得られた粉末の X 線回折結果であ
る．マンニトールと MD の等量混合粉末の X
線強度はマンニトール粉末のそれに比して
約 1/7 以下になっており，マンニトールの結
晶化を著しく阻害している．図 6 で示したよ
うに，マンニトールと MD の等量混合粉末を
賦形剤とした酵素粉末の残存活性が高いの
は，MD によるマンニトールの結晶か阻害の
結果と考えることができる． 

 
④ PEG 化カタラーゼ水溶液の熱安定性と
噴霧乾燥 PEG 化カタラーゼ粉末の酵素活性
残存率 

PEG 化カタラーゼ水溶液の熱安定性の測
定結果を図 8 に示す．PEG 化カタラーゼの熱
失活は加熱初期 20 min に著しく，特に 50 ℃
ではこの間に約 50 %が失活する．しかしなが
ら 40 ℃以下では安定であり，30 ℃において
は 120 min 後もほぼ 100 %の安定性が得られ
ている． 

マンニトールを賦形剤とし PEG 化カタラ
ーゼを噴霧乾燥した場合の入口熱風温度と
酵素活性残存率の関係を図 9 に示す．図 5 と
比較すると，PEG 化カタラーゼ粉末は約 2～3
倍の残存酵素活性を示した．これは，PEG 化
によりカタラーゼの熱安定性が向上したた
めと推察される．PEG 化カタラーゼの残存酵
素活性は入口熱風温度の増加と共に一様に
減少した． 
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