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Determination of the relative light scattering intensity of aggregates induced by stirring 
of humanized monoclonal antibody product using dynamic light scattering
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ヒト化モノクローナル抗体製剤の攪拌により誘導された凝集体の
相対光散乱強度の動的光散乱による測定

1.　はじめに
　タンパク質性医薬品において，目的物質由来不純物で

ある凝集体は目的物質に比べて活性が低下するだけでな

く免疫原性の原因となる可能性が懸念されている1，2）．

例えば，IFN-β製剤では凝集体が通常のマウス及びトラ

ンスジェニックマウスにおいて抗体産生を誘導すること

が知られている3-5）．また，臨床における抗体の産生頻

度と凝集体の割合が相関することも示唆されている6，7）． 
したがって，その上限値は可能な限り低く設定し，厳密

に管理する必要がある．

　しかしながら，高濃度で抗体医薬品を産生すると，小

胞体に存在しフォールディングに関与する分子シャペロ

ンに対する抗体医薬品の割合が過剰になり，フォールデ

ィングされない抗体医薬品が生じる．その結果，フォー

ルディングされない抗体医薬品より凝集体が誘導され，

その割合は最大30%に達する場合がある8，9）．抗体医薬

品の精製工程には，プロテインAクロマトグラフィーで

酸性溶液（pH約3）による溶出工程が含まれる．このよ

うな極端なpHに抗体医薬品が曝露されると，抗体医薬

品の表面及び内部の荷電性極性基（グルタミン酸，アス

パラギン酸，リシン，アルギニン，ヒスチジン）の荷電

状態が変化する．これによりクーロン相互作用（荷電粒

子間に働く力）によるストレスがかかり，抗体医薬品が

変性する．変性した抗体医薬品は凝集体が誘導されやす

い10）．また，1回の投与量が多く一般的に数十mg/mLの
高濃度で処方されるため，製剤化，保存状況下で凝集体

がさらに増加する可能性がある11）．

　凝集体の測定には，サイズ排除クロマトグラフィー，

超遠心分析法，場流動分画，動的光散乱法，SDS-
PAGE，マイクロ・フロー・イメージング等が用いられ

ている12，13）．その中で，動的光散乱は不溶性の凝集体も

含め最大約5μmの粒子径を有する凝集体を，吸光度の測

定と同様な簡単な操作で測定可能であり，用いるサンプ

ルの容量も約30μLと微量で測定時間も約数分と短い．

ダイナミックレンジは他の測定法に比べて広く，希釈せ

ずに測定できるので，凝集体の解離を回避することがで

きる．また，相対光散乱強度は粒子径の6乗に比例して

増大するため14），高感度の測定が可能である．しかし，
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　したがって，球状である場合を除き，濃度が未知の単

量体と凝集体のタンパク質混合溶液において，動的光散

乱により求めた粒子径と相対光散乱強度から凝集体の含

量を推定することはできないことが再確認された．

定量的な関係が成り立つのは球状の場合でのみあり，形

状が異なれば相対光散乱強度は異なるため定量的な測定

はできない．

　我々は抗体医薬品製剤をガラスバイアル中で攪拌する

ことにより，大きな粒子径の凝集体を効果的に誘導でき

ることを見出している15）．そこで同じ濃度の抗体医薬品

製剤の単量体とこの方法で作製した凝集体の溶液を任意

の比率で混合して動的光散乱で測定し，凝集体の含量と

相対光散乱強度との関係について解析を行なった．

2.　方　法
⑴　サンプルの調製

　ヒト化モノクローナル抗体製剤溶液を4度で保存し

た．実験開始時に25mMクエン酸ナトリウム（pH 6.0），
125mM塩化ナトリウムで0.1mg/mLに希釈した．

⑵　凝集体の誘導

　直径1.4cmのガラスバイアルにサンプル1.2mLを入れ

攪拌子を用いて250rpm，室温で2.5時間攪拌した．コン

トロールとして攪拌しないサンプルを同様に調製した．

⑶　単量体，凝集体，単量体と凝集体の混合物の測定

　単量体，凝集体，単量体と凝集体の様々な比の混合物

の粒子径（nm）及び相対光散乱強度（%）はMalvern社
のZetasizer Nano-ZSにより測定した．

⑷　統計解析

　データはStudent’s t-testを用いて解析した．P値が0.05
以下の場合は統計的に有意と考えた．

3.　結果と考察
　Fig. 1に単量体，凝集体及び凝集体と単量体の1対4の
混合物の粒子径及び相対光散乱強度を示す．単量体は粒

子径約5nmの位置に単一のピークを示した．一方，凝集

体は粒子径約500nmの位置に単一のピークを示した．凝

集体と単量体の1対4の混合物における凝集体及び単量体

の相対光散乱強度はそれぞれ61%及び39％であった．

　Fig. 2に様々な比率の凝集体と単量体混合液における

単量体の相対光散乱強度を示す．凝集体に対する単量体

の比率を増加させると，凝集体の相対光散乱強度は低下

し，1対6の比率で約50%に低下した．

　凝集体が球状と仮定して算出された粒子径に基づく

と，凝集体の相対光散乱強度は単量体に比べて約1006高

い値が計算される14）．しかし，結果は約7倍であったこ

とから，凝集体は球状ではないことが示唆された．攪拌

により誘導されるモノクローナル抗体の凝集体の形状の

マイクロ・フロー・イメージングによる解析では，細長

い形状が観察されている16）．本実験で同様な攪拌により

誘導された凝集体も細長い形状をしているため，相対光

散乱強度が弱いのかもしれない．
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Fig. 1　Particle sizes and relative light scattering intensities of 
monomer, aggregates and mixture of aggregates and monomer 
(1:4) of humanized monoclonal antibody product
Humanized monoclonal product solution was transferred to glass 
vial and stirred at 250 rpm and ordinary temperature for 2.5 h. The 
solution containing aggregates was mixed with the solution 
containing monomer at the ratio of 1:4. The particle sizes and 
relative light scattering intensities of monomer, aggregates and 
mixture of aggregates and monomer were measured by dynamic 
light scattering. The data are representatives of 6 experiments.

Fig. 2　Relative light scattering intensities of aggregates in the 
mixture of aggregates and monomer
The solution containing aggregates was mixed with the solution 
containing monomer at the different ratios.  The relative light 
scattering intensities of aggregates were measured by dynamic light 
scattering. The data are expressed as the mean ± S.D. of 6 
experiments. *p<0.01, **p<0.05, compared with the immediate left 
value.
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本研究で検討を行なった濃度範囲で単量体と凝集体の比

率を変えて調製した混合溶液における凝集体の相対光散

乱強度の検量線は，1種類の粒子径の凝集体しか存在し

ない場合，凝集体含量の推定への活用が考えられる．今

後，抗体医薬品の工程内管理試験及び最終製品における

凝集体含量の推定において，このような観点からの動的

光散乱の活用が期待される．
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